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Uber die Bestimmung von Milchsiure in kleinen Blutmengen. 
Von 
F. Lauersen und H. Wahllinder. 
(Aus der 1. Medizinischen Universitiétsklinik Miinchen.) 
(Eingegangen am 4. Juli 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Um Untersuchungen iiber die BeeinfluBbarkeit des Blutmilchsaure- 
spiegels durchfiihren zu kénnen, kam es uns darauf an, eine geeignete 
Milchsdiurebestimmungsmethode gerade fiir den praktisch klinischen 
Betrieb auszuarbeiten. Unserem Vorgehen legten wir im wesentlichen 
das Destillationsverfahren von Lehnartz zugrunde; hierbei erfolgt eine 
Umsetzung der Milchsiure zu Acetaldehyd und die Bindung des letz- 
teren an Bisulfit. Besonders auch um Reihenbestimmungen der Milch- 
siure aus kleinen Blutmengen zu erméglichen, suchten wir das Verfahren 
in einigen Punkten zu vereinfachen. Uber die Abanderungen des 
Destillationsverfahrens, welches in letzter Zeit Lehnartz u.a. vor- 
nehmlich zur Bestimmung der Muskelmilchsiure benutzt hat, und 
iiber die bei der Ausarbeitung der Methodik gewonnenen Erfahrungen 
sei hier berichtet. 


Von jeher war die Entwicklung von Mikrobestimmungsmethoden 
entscheidend fiir die weitere Forschung. Die ganze Fiille von Erkennt- 
nissen, welche sich uns beispielsweise nach der Entdeckung des Insulins 
durch Banting und Best im Jahre 1922 erschlossen, ware undenkbar, 
wenn nicht schon damals eine genaue Bestimmung des Blutzuckers im 
Mikroverfahren méglich gewesen wire. 


Ein Mikroverfahren soll schnell und einfach, d. h. ohne sonderliche 
experimentelle Schwierigkeiten bei tunlicher Vermeidung aller Fehler- 
quellen, genaue Bestimmungen aus geringen Substanzmengen er- 
méglichen. Wenn wir unter diesem Gesichtspunkte die zur Zeit ge- 
brauchlichen Verfahren zur Milchséurebestimmung in bezug auf ihre 
Eignung zur Beurteilung auch des Blutmilchsdurespiegels kritisch 
besehen, dann finden wir, daB es erst vor nicht gar so langer Zeit ge- 
gliickt ist, ein Makroverfahren zu entwickeln, wihrend das Mikrover- 
fahren noch immer mit gewissen Mangeln zu kampfen hat. 

Der Grund liegt in der Schwierigkeit der Isolierung der Milchsaure, 
in der Labilitét des zumeist zu bestimmenden Acetaldehyds und nicht 
zuletzt in technischen Unzulanglichkeiten der fiir die Destillation an- 
gewandten Apparatur. DaB die Beschaffung der letzteren bisher keine 
vollauf befriedigende Lésung gefunden hat, geht deutlich genug aus 
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zahlreichen Veréffentlichungen der letzten Jahre hervor, welche sich 
mit der Ausarbeitung und Verbesserung der Destillationsapparate 
beschaftigen (Emden, Friedemann und Glaser, Fuchs, Lieb und Zacherl, 
Meyerhof). 


Ein Charakteristikum der Milchséiure ist ihre leichte Oxydier- 
barkeit zu Acetaldehyd, worauf als erster schon Liebig hingewiesen 
hat. Sehen wir von den gewichtsanalytischen Verfahren ab, die heute 
lediglich zu Kontrollzwecken dienen, so griinden sich die zur Zeit 
iiblichen Verfahren zur quantitativen Milchsiurebestimmung fast 
ausschlieBlich auf die Bestimmung des aus der Milchsaure abzuspaltenden 
Acetaldehyds. 


Die eigentliche Bestimmung des Acetaldehyds erfolgt jodometrisch 
(Destillationsverfahren) oder kolorimetrisch (Veratrol- und Hydro- 
chinonverfahren). Voraussetzung fiir das Gelingen dieser Verfahren ist 
die Trennung der Milchsaéure von stérenden Substanzen, vor allem von 
EiweiB, Kohlenhydraten, anderen organischen Sauren, welche ahnlich wie 
die Milchsaiure bei der Oxydation Acetaldehyd abzuspalten vermégen. 


Verfahren zur Milchsiurebestimmung. 


1. Destillationsverfahren. 


Die Entwicklung des jodometrischen Verfahrens ist eng mit den 
Namen von Fiirth und Charnass, Embden und Mitarbeitern und Clausen 
verbunden. Fiir Milchsiurebestimmungen im Magensaft hatte Boas 
seinerzeit empfohlen, den Acetaldehyd aus der Milchsdure in schwefel- 
saurer Lésung mit gewohnlichem Braunstein (MnQ,) abzuspalten. 
Bemerkenswert ist, da 30 Jahre spiater Friedemann und Kendall dieses 
Prinzip wieder aufgreifen und zur Oxydation der Milchséiure Mangan- 
dioxyd, allerdings in kolloidem Zustande, mit gutem Erfolge verwenden. 
Fiirth und Charnass beniitzen statt Braunstein Kaliumpermanganat, 
fangen den aus der siedenden schwefelsauren Lésung abdestillierenden 
Acetaldehyd nach dem Vorschlage Rippers in Kaliumbisulfitlésung 
auf und bestimmen ihn unmittelbar jodometrisch aus dem Titerverlust 
der Bisulfitlésung. Hmbden und seine Mitarbeiter gaben spater ver- 
schiedene Verbesserungen an, ohne daB es indessen méglich gewesen 
wire, die Methode zu einem wirklichen Mikroverfahren auszugestalten. 


Entscheidend fiir die Genauigkeit der Bestimmung wie im be- 
sonderen fiir die Entwicklung eines Mikroverfahrens waren die An- 
regungen, die Clausen gab und die eine so wesentliche Vereinfachung 
des Arbeitsganges bedeuteten, daB das Verfahren allgemein Eingang 
fand. Clausen konnte zeigen, da die friiher ausschlieBlich geiibte 
Extraktion der Milchsaiure aus biologischem Material mittels Athers 
oder Amylalkohols dadurch umgangen werden kann, daf man die 
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Kohlenhydrate mit Kupfersulfat und Kalkmilch ausfallt; diese auf 
Salkowski zuriickgehende Methode hatte van Slyke fiir die Entzuckerung 
von Blut zur Bestimmung von #-Oxybuttersaure benutzt. Bei der 
urspriinglichen Fiirth-Charnass schen Methode erfaBte man die Menge 
des gebundenen Bisulfits durch Titration des’ iiberschiissigen. Von 
Clausen wurde dies zweckmaBigerweise dahin geandert, daB die Acet- 
aldehydbisulfitbindung durch Zugabe von Natriumbicarbonat auf- 
gespalten und dann das gebundene Bisulfit titriert wurde; der Vorteil 
des Vorgehens von Clausen besteht darin, daB nunmehr ein groBer 
UberschuB von Bisulfit zur Bindung des Acetaldehyds angewandt 
werden kann und daB man gleichzeitig die Fehler der Luftoxydation 
der Bisulfitlésung vermeidet, welche bisher zu unliebsamen Verlusten 
gefiihrt hatten. Zur EnteiweiBung brachte Clausen das Folin-Wu- 
Verfahren mit Natriumwolframat und Schwefelsiéure in Vorschlag. 
Diese Anregungen Clausens bildeten fiir alle spater entwickelten Ver- 
fahren die Grundlage. 


Neuerdings konnten Friedemiann, Cotonio und Shaffer nachweisen, 
daB die eigentliche Oxydation der Milchséure zu Acetaldehyd nicht 
durch Permanganat, sondern durch Mangandioxyd erfolgt, daB dagegen 
die zu Verlusten fiihrende Oxydation des Acetaldehyds zu Essigsdure 
nur durch Permanganat bewirkt wird. Die amerikanischen Verfasser 
schlugen darum einen Zusatz von Mangansulfat zu der zu bestimmenden 
Milchsaéurelésung vor, durch welchen eine sofortige Umwandlung des 
Permanganats zu Mangandioxyd erreicht wird: spater verwandten sie 
statt Permanganat eine kolloidale Mangandioxydlésung. In_ ihrer 
letzten Arbeit aber, in welcher sie eingangs ihre Riickkehr zu dem 
einfachen Destillationsverfahren erkliren, bemerken Friedemann und 
Glaser, unter Hinweis auf Boyland und Gerard und Meyerho/, daB sich 
eine gleich gute Ausbeute auch ohne Zusatz von Mangansulfat erzielen 
laBt. Ahnlich auBert sich Lehnartz, der das Mangansulfat in das am 
Embdenschen Institute ausgearbeitete Mikroverfahren iibernahm und 
der betont, daB der Zusatz von Mangansulfat nicht ausschlaggebend 
fiir die Aldehydausbeute ist, sondern da es bei der Anwendung des 
Verfahrens selbstverstandlich vornehmlich der sorgfaltigen Ausfiihrung 
und der Einhaltung aller friiher angegebenen Vorsichtsmabregeln be- 
darf. Und Lehnartz, wie friiher schon Embden, betont besonders, mit 
welcher Vorsicht gerade das Destillieren des Oxydationsgemisches vor 
sich zu gehen hat. 


Auf Einzelheiten der Lehnartzschen Methode, welche zur Zeit die 
meist angewandte und sicherste Methode in der physiologischen und 
pharmakologischen Forschung ist, wird im Verlaufe der Arbeit noch 
niher eingegangen werden. Es sei schon hier erwahnt, daB die bei 
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dem Verfahren vorgenommene EnteiweiBung nach Schenck einen er- 
heblichen Zeitaufwand erfordert und so Reihenuntersuchungen un- 
notigerweise belastet. 


2. Kolorimetrisches Verfahren. 

Dem Bediirfnis nach weiterer Vereinfachung des Arbeitsganges 
kamen in.mancher Hinsicht die kolorimetrischen Verfahren entgegen, 
die es gestatteten, die Bestimmung der Milchsiure noch aus sehr kleinen 
Blutmengen vorzunehmen. Bekanntlich griinden sich die scharfsten 
Farbreaktionen der Milchsdure auf die Tatsache, da8 sich durch konzen- 
trierte Schwefelsiure aus der Milchsiure Acetaldehyd abspalten abt 
und daB nach Zusatz von Phenolen oder Alkaloiden der Morphium- 
gruppe eine mehr oder minder starke Firbung auftritt. Der besondere 
Vorzug, den das kolorimetrische Verfahren gegeniiber dem Destilla- 
tionsverfahren besitzt, besteht darin, daB sowohl Destillation wie jodo- 
metrische Bestimmung mit allen ihren etwaigen Fehlerméglichkeiten 
umgangen werden. 

Von den Verfahren, welche éine praktische Bedeutung im klinischen 
Betriebe erlangt haben, sind hier namentlich das von Mendel und 
Goldscheider und das von Dische und Laszlo zu nennen; bei dem ersteren 
erfolgt die Farbreaktion nach Zusatz von Brenzcatechindimethyl- 
ther (Veratrol), bei dem letzteren nach Zusatz von Kupfersulfat und 
Hydrochinon. Wahrend die Veratrolreaktion spezifisch zu sein scheint, 
handelt es sich bei der Hydrochinonreaktion um eine allgemeine Aldehyd- 
reaktion. 

a) Veratrolverfahren. Die Methode von Mendel und Goldscheider, 
die der von Harrop sehr ahnlich ist, hat einige sehr groBe Vorteile den 
sonst gebriuchlichen Methoden gegeniiber, das ist einmal ihre sehr 
groBe Empfindlichkeit, die es gestattet, absolute Milchséuremengen 
von hundertsteln, ja tausendsteln Milligramm genauestens zu_be- 
stimmen, dann die Schnelligkeit der Analysen, welche besonders fiir 
Reihenuntersuchungen angenehm ist. Ein Nachteil der Methode ist, 
daB sie 4uBerst empfindlich schon gegen Spuren von Verunreinigungen 
ist und da®B die Kolorimetrierung immer nach ganz bestimmter Zeit 
vorgenommen werden mu, da sich Farbton und Farbstirke sehr 
rasch andern, was sich besonders unangenehm bemerkbar macht, wenn 
man mehrere Bestimmungen auf einmal ansetzen will. 


Leider hat diese Methode eine Schwiche, welche die gréBten 
Schwierigkeiten bereitet und im wesentlichen dazu beigetragen hat, 
die Methode, die anfangs mit den gréBten Erwartungen aufgenommen 
worden war, praktisch doch wieder aufzugeben. Das ist die Frage nach 
der Zusammensetzung der bei der Methode benutzten konzentrierten 
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Spezialschwefelsiure, eine Frage, die bis heute keine Klirung gefunden 
hat. Nach den Beobachtungen von Dische und Laszlo, Hansen und 
Riesser, Nordbé wechselt nimlich die Eignung der Spezialschwefelsiure 
von Kahlbaum fiir die kolorimetrische Milchséurebestimmung ganz er- 
heblich, so daB man vor der Verwendung einer neuen Flasche derselben 
sie erst an einer bekannten Milchséurelésung neu eichen mu. So 
berichten Hansen und Riesser, daB sie monatelang vollkommen un- 
brauchbare Werte erhielten und daB mit reinen Lactatlésungen kon- 
stante Fairbungen nicht zu erzielen waren, so daB an die Aufstellung 
neuer Eichkurven tiberhaupt nicht zu denken war; erst mit dem Ein- 
treffen einer neuen Schwefelsiure waren die Schwierigkeiten endlich 
schlagartig behoben. Bemerkenswert ist, da sich gerade die von 
Mendel und Goldscheider vorgeschriebene nitritfreie Schwefelsaure als 
vollkommen ungeeignet erwiesen hat. Versuche von Mendel selbst, 
sowie von Fuchs und Brentano, die Schwierigkeiten zu iiberwinden, 
waren nur scheinbar erfolgreich. Und Hansen und Riesser, die sich 1928 
fiir die Einfiihrung des Veratrolverfahrens in die physiologische For- 
schung warmstens eingesetzt hatten, sind 1933 auf Grund ihrer nun- 
mehrigen Erfahrungen mit der Methode zu folgendem abschlieBenden 
Urteil gekommen: ,,Solange aber dieser unkontrollierbare Faktor be- 
steht und nicht aufgedeckt und ausgeschaltet ist und solange es gewisser- 
maBen mehr oder minder Gliickssache ist, daB man die ,richtige 
Schwefelsiure in die Hand bekommt, so lange haftet der sonst so 
schénen und brauchbaren Methode ein Makel an ... Zusammenfassend 
kénnen wir feststellen, daB die kolorimetrische Bestimmung der Milch- 
siure nach Mendel und Goldscheider, wie wir sie angegeben haben, zu- 
verlassige Resultate gibt unter der Voraussetzung einer staéndigen Kon- 
trolle durch Standardlésungen. Eine unbedingte Empfehlung des Ver- 
fahrens zur allgemeinen und regelmaBigen Benutzung méchten wir uns 
solange versagen, bis die Frage der Zusammensetzung der fiir die Analyse 
brauchbaren konzentrierten Schwefelsiure in einer wissenschaftlich 
einwandfreien Weise geklart ist.‘ 

b) Hydrochinonver fahren. Die Schwierigkeiten, welche das Veratrol- 
verfahren bietet, werden zum Teil von der Methode Disches und Laszlos 
vermieden. Die Vorziige, auf die schon die Verfasser hinweisen, sind 
darin zu erblicken, daB die Farbreaktion weitgehend unabhangig von 
Verunreinigungen ist, daB die Kolorimetrierung nicht an eine bestimmte 
Zeit gebunden ist, da sich die Farbe der Hydrochinonverbindung mit 
der Zeit kaum andert, und daB endlich die Farbstarke weit gréfer als 
bei Mendel und Goldscheider ist. 

Eine allgemeine Anwendung der Methode, welche spater Anselmino 
verbesserte, hat aber bisher trotz aller Vorziige die Umstandlichkeit 
der Kolorimetrierung verhindert. Die Ursache liegt darin, da8 Farb- 
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stirke und Milchséurekonzentration infolge einer schwachen Eigen 
farbung, welche auf der Bildung einer Hydrochinonkupferverbindung 
beruht, nicht proportional verlaufen und so eine Kolorimetrierung in de: 
gewohnlichen Art und Weise ausschlieBen. 


Fiir beide kolorimetrischen Methoden hat Krijgsmann Abainderungen 
unter Benutzung des Pulfrichschen Stufenphotometers angegeben. 


Soviel zur Kritik der Destillationsverfahren und der kolori- 
metrischen Methoden. Man hat ihnen allen den Vorwurf eines grund.- 
sitzlichen Fehlers gemacht, namlich den, daB die Milchsaure erst iiber 
den Umweg des Acetaldehyds bestimmt wiirde, und daB es durchaus 
nicht erwiesen ware, daB das, was schlieBlich als Acetaldehyd bestimmt 
wird, auch wirklich Acetaldehyd ware und wenn ja, ob er ausschlieBlich 
aus Milchsiure stammte. Gleichwohl nehmen wir vorerst diesen Fehler 
in Kauf, wenn wir nur auf diese Weise zu einer einfachen und zuver- 
lassigen Milchsiurebestimmung gelangen. 


Das von uns ausgearbeitete Verfahren. 


Der Blutmilchsdurespiegel liegt beim Menschen in der Ruhe um 
10 mg®,. Bei kurzdauernder anstrengender Arbeit steigt die Milchsaéure 
stark an, unter Umstanden auf iiber 100 mg-°, um rasch wieder auf den 
Ausgangswert zuriickzukehren; schon nach wenigen Minuten ist dieser 
erreicht. Erhéhter Milchsaureanstieg und verlangsamtes Absinken nach 
kérperlicher Arbeit finden sich nicht nur bei Lebererkrankungen — die 
Leber ist in hervorragendem Mae an der Beseitigung der Milchsaure 
aus dem Blute beteiligt —, sondern auch bei Kreislauf- und Basedow- 
kranken. 


Wenn wir die Bestimmung der Blutmilchséure aus wenigen Kubik- 
zentimetern Blut vornehmen wollen, so bedarf es einer auBerordentlich 
verfeinerten Mikromethodik, wie sie in dem Verfahren von Lehnartz 
oder den kolorimetrischen Methoden vorliegt. 


Nach dem vorstehend Gesagten hielten wir es von vornherein fiir 
angezeigt, wegen der Unsicherheit, die dem Veratrolverfahren anhaftet, 
und wegen der Umstandlichkeit der Kolorimetrierung beim Hydro- 
chinonverfahren auf Versuche mit den kolorimetrischen Methoden zu 
verzichten. Als Grundlage unseres Vorgehens bedienten wir uns des 
Destillationsverfahrens, mit welchem auch Lehnartz gearbeitet hat. 
Lehnartz bestimmte mit diesem Verfahren Muskelmilchséurewerte von 
0,2 bis 0,5 mg mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 100%, bei 
einem gréBten Fehler von 2,7 °%,; die unterste bestimmbare Grenze liegt 
nach seinen Mitteilungen bei 0,02 mg Milchséure. Hansen und Riesser 
und Orskov haben spaiter mit der gleichen Methodik ein den Angaben 
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von Lehnartz entsprechendes Ergebnis nicht erhalten ; die beiden ersteren 
geben als unterste, eben noch bestimmbare Grenze fiir das Destillations- 
verfahren 0,3 mg Milchsaure an*. Meyerhof bestimmt mit etwas anderer 
Methodik Milchséuremengen von 0,5 bis 2 mg. Friedemann und Glaser 
und Wendel geben als unterste Grenze der Bestimmbarkeit die Menge 
Blutfiltrat an, die !/, eem Blut entspricht, und bestatigen so neuerdings 
die Mitteilungen von Lehnartz. Im iibrigen haben schon Brehme und 
Brahdy vor Lehnartz mit einem von Clausen angegebenen Destillations- 
verfahren mit 3 ccm Blut Doppelbestimmungen ausgefiihrt und dabei 
gute Ergebnisse erzielt. 

Was die Menge des zu untersuchenden Blutes anbetrifft, so ist die 
Grenze nach unten bei dem Destillationsverfahren schlieBlich auch 
abhangig von der Verdiinnung der Jodlésung, da fiir zu geringe Blut- 
mengen bei gleicher Konzentration der Jodlésung der relative Fehler 
wachst. Die ganze Problematik zeigen folgende Zahlen: Der Blutmilch- 
siurespiegel sei beispielshalber 10 mg®,. Bei einem Blutfiltrat, welches 
l1eem Blut entspricht, sind die Titrationswerte in 0,005 und 0,002 n 
Jodlésung 0,44 und 1,10 cem. Die Bestimmung, die durch die Scharfe 
zweier Farbumschlige abgegrenzt ist, zeigt sich hier besonders bei der 
Verwendung der 0,002 n Jodlésung schon stark vom Titrierfehler 
beeinfluBt. 

Wie Embden und Lehnartz immer wieder betonen, erfordert die 
Milchséurebestimmung im Destillationsverfahren auBerste Sorgfalt 
und vor allem auch eine getibte Hand. Der schwachste und damit ver- 
besserungsbediirftigste Punkt des ganzen Verfahrens liegt aber nach 
wie vor in der Destillation selbst und nicht zuletzt in der dabei ver- 
wandten Apparatur, was auch aus den vielfachen Abanderungen hervor- 
geht, welche das Verfahren gefunden hat. Ein anderer Mangel des Ver- 
fahrens von Lehnartz, welcher besonders Reihenuntersuchungen er- 
schwert, ist die wohl genaue, aber umstandliche EnteiweiBung und 
Durchliiftung nach Schenck, die fiir die Bestimmung der Muskelmilch- 
siure angebracht sein mag, aber fiir Blutuntersuchungen unnétigen 
Zeitaufwand erfordert und durch einfache Verfahren ersetzbar ist. 

Wir haben aus diesen Erwagungen fiir die Bestimmung der Blut- 
milchsaure im Hinblick auf Reihenuntersuchungen das Lehnartzsche 
Verfahren in folgenden Punkten abgeandert: 

* |,Allerdings kénnen wir, in Bestaétigung ahnlicher Einwiéinde von 
Meyerhof, nicht zugeben, daB diese Modifikation es gestattet, Milchsiéure- 
mengen von 0,1 mg und gar darunter zuverlissig zu bestimmen, wie es 
Lehnartz angibt. Schon der Versuch jodometrischer Bestimmungen mit 
n/500 oder gar n/1000 Jod zu machen, erscheint uns aussichtslos.** Zur 


Frage der Grenzen der Jodometrie vgl. im iibrigen Kolthoff, Die MaBanalyse. 
II. Teil, 8S. 335ff. Berlin 1927. 
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1. Zur Destillation bedienten wir uns des von Lauersen angegebenen 
Destillationsapparates, welcher auf Grund eines neuartigen Kiihlerprinzips 
in kurzer Zeit die vollkommene Abdestillation leichter fliichtiger Stoffe, hier 
also des Acetaldehyds, und damit eine praktisch 100 %ige Ausbeute gewahr- 
leistet. Nach systematischen Vorversuchen mit Permanganat sind wir 
spaiter zur Oxydation mit einer MnO,-Aufschwemmung in schwefelsaurer 
Lésung tibergegangen, die vor allem den Vorzug eines fast selbsttatigen 
Arbeitens im Vergleich zu der miihsamen Destillation mit Permanganat 
im Tropfverfahren bietet. 

2. Das Schencksche Verfahren wurde 
durch die EnteiweiBung nach Folin und Wu 
ersetzt. 

Im folgenden bringen wir zuerst Be- 
merkungen zum Destillationsapparat, dann 
den Bericht tiber Versuche mit der Per- 
manganatmethode, an welchen zugleich 
verschiedene grundsatzliche Erérterungen 
gekniipft sind. Daran schlieBen sich Be- 
trachtungen iiber die Bestimmung der 
Milchsiure bei Anwesenheit von Aceton- 
kérpern. Den SchluB bildet die Beschrei- 
bung des Gesamtverfahrens unter An- 
wendung der MnO,-Oxydation, wie es sich 
in unseren Versuchen bei Blutunter- 
suchungen bewahrt hat. 








Apparatur. 


Da der von uns benutzte Destillations- 
apparat nach Lauersen bereits an anderer 
Stelle in allen Einzelheiten beschrieben 
worden ist, kénnen wir uns darauf be- 
schrianken, an Hand einer Skizze nur 
einiges zu erwahnen. 


Der wesentliche Bestandteil des Appa- 

rates ist der Destillationsaufsatz. Er besteht 

Abb. 1. aus dem eigentlichen Aufsatz, in den sich 

ein VorlagegefaB einfiigen 1a8t. Durch einen 

besonderen Zapfenkiihler wird der Aufsatz verschlossen. Der Kiihlerzapfen 

ragt mit seinem unteren Ende bis etwa in die Mitte des VorlagegefaiBes und 

geht in ein kurzes Ansatzrohr iiber, welches bis in die Oberflache der Vor- 

lagefliissigkeit reicht. Als ReaktionsgefaB dient ein Hrlenmeyer-Kolben von 
150 cem Inhalt. 

Beim Erhitzen der Fliissigkeit im Erlenmeyer-Kolben steigen die 
Daimpfe in den Destillationsaufsatz, in dessen unterem und mittlerem Teile 
verdichtet sich wieder die gréBte Menge des Wasserdampfes; die fliichtigen 
Dampfe dagegen — der Acetaldehyd — werden an dem EinsatzgefaB vorbei 
weiter hinauf bis an den Kiihler gedrangt und erst dort kondensiert, um 
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dann in die Vorlage abzuflieBen. In der Vorlage wird der Acetaldehyd 
durch einen UberschuB an Bisulfit sofort gebunden. 

Die Brauchbarkeit dieses Destillationsapparates zur Bestimmung 
fliichtiger Substanzen hatte sich schon bei der stufenphotometrischen 
Bestimmung von Aceton und f-Oxybuttersiure aus Blut und Harn 
gezeigt. Dabei wird das Aceton zu 100% mit einer durchschnittlichen 
Schwankung von -- 3°% (Absorption) um den Mittelwert erfaBt. 

Was nun im besonderen die Vorteile angeht, welche der Apparat 
fiir die Milchsiurebestimmung bietet, so gibt auf diese Frage ein kurzer 
Vergleich Antwort. Bekanntlich hingt die Genauigkeit der Bestim- 
mung im wesentlichen davon ab, ob es gelingt, den aus der Milch- 
siure abgespaltenen Acetaldehyd sofort aus der Fliissigkeit zu ent- 
fiihren und in der Vorlage zu binden. Dieser Umstand hat bei den 
friiheren Apparaturen schlieBlich dazu gefiihrt, Saugpumpen und sogar 
PreBluft zu benutzen (Clausen, Friedemann und Mitarbeiter, Fuchs, 
Lieb und Zacherl, Sturm); dabei bestand freilich die Gefahr, daB noch 
andere aus der Luft stammende bisulfitbindende Substanzen, wie Aceton 
und Formaldehyd, falschlicherweise als Acetaldehyd mitgewertet wurden. 

Die ganze Umstandlichkeit der Handhabung dieser Apparaturen 
vermeidet nun aber in einfacher Weise die angegebene Konstruktion, 
welche zwangslaufig den Acetaldehyd auf kiirzestem Wege am Kiihler 
zur Kondensation bringt und in der Vorlage bindet, ohne da® der 
Acetaldehyd in das Reaktionsgefafi zuriickgelangen und etwa weiter 
oxydiert werden kénnte. Der Vorteil des schnellen Abdestillierens des 
Acetaldehyds kommt vor allem auch gegeniiber dem Verfahren von 
Lehnartz in Betracht. Den Hauptvorteil unseres Verfahrens sehen 
wir aber in der nahezu selbsttatig verlaufenden Destillation und Um- 
setzung, da lediglich die Heizung ein einziges Mal richtig eingestellt 
zu werden braucht, um die Bedingungen zum _ vorschriftsmaBigen 
Ablauf der Bestimmung zu erfiillen. Ein beachtlicher Vorzug liegt 
ferner darin, daB es gelingt, das Volumen der zu titrierenden Fliissig- 
keit klein zu halten, da zur Vorlage nur 3 ccm Bisulfitlésung bendtigt 
werden und wenige Kubikzentimeter Wasser zum Abspiilen des Kiihlers 
ausreichen, 

Zur Sicherung der Genauigkeit der Bestimmung ist es unseres Er- 
achtens auch wiinschenswert, da die Gummiverbindungen in Wegfall 
kommen. DaB der geschlossene, nur durch Normalschliffe verbundene 
Apparat von vornherein die oben angedeuteten Fehlerquellen, wie sie sich 
aus der unerwiinschten Mitbestimmung anderer bisulfitbindender Sub- 
stanzen ergeben, vermeidet, bedarf keiner besonderen Hervorhebung. 


Untersuchungen mit der Permanganatmethode. 


Da uns an einer systematischen Durcharbeitung der Methode und 
vor allem auch an der Aufdeckung etwaiger Fehlerquellen liegen muBte, 
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haben wir 


zuweisen hat. 


(Tabelle I): 
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wie schon erwaihnt — in Vorversuchen die Permanganat 
oxydation im Tropfverfahren angewandt, eine Methode, welche wol)| 
bei einiger Einarbeitung ebenfalls auBerordentlich genaue Werte liefert 
aber im Vergleich zu dem spater eingehend beschriebenen Gesamt 
verfahren unter Anwendung von Mangandioxyd keinerlei Vorteile auf. 
Soweit aber diese Vorversuche Belang haben, sind sic 
bei den Bestimmungen mit Testlésungen wiedergegeben. 

Von der Apparatur abgesehen bedarf das Verfahren — vor allem 
bei der Oxydation mit Permanganat — wie alle Mikromethoden selbst. 
verstandlich sorgfaltigster Ausfiihrung in enger Anlehnung an dic 
Vorschriften, wie sie Lehnartz gibt. Besonders wichtig ist die Art und 
Weise, wie die Zugabe des Kaliumpermanganats erfolgt. Es ist sicher, 
daB die Zufiihrung des Permanganats recht langsam und mit méglichster 
GleichmaBigkeit geschehen muB, da bei raschem Zutritt des Oxydations- 
mittels der entstehende Acetaldehyd weiter oxydiert 
entsprechend schreiben alle Verfahren eine bestimmte Zutropfgeschwin- 
digkeit der stark verdiinnten Permanganatlésung vor. 
schwindigkeit des Tropfens ist kein schlechthin genaues MaB anzugeben : 
sie soll aber so gehalten werden, daB jeder zur Untersuchungslésung 
gelangende Permanganattropfen sofort wieder entfarbt wird. 

Wie groB der EinfluB der Verdiinnung der Permanganatlésung 
auf die Genauigkeit und Ubereinstimmung von Doppelbestimmungen 
bei sonst gleichen Bedingungen ist, geht aus folgendem Versuch hervor 


Tabelle IL. 





Normalitat 
der 
K Mn O,4-Losung | 


n/100 
n/100 
n/200 
n/200 


Mit zunehmender Verdiinnung der Permanganatlésung steigt die 
Ausbeute und sind die Schwankungen am geringsten. 
manganatlésung erwies sich dabei fiir die geringen Milchsiuremengen, 
wie sie normalerweise im Blute vorkommen, am geeignetsten. 

An und fiir sich spielt, wie ein anderer Versuch zeigt (Tabelle II), 
die Starke des Siedens im Reaktionskolben fiir die Ausbeute an Milch- 
siure keine besondere Rolle, wenn nur die Destillation geniigend 
Es empfiehlt sich aber, die Fliissigkeit eher 
lebhaft sieden zu lassen, da andernfalls das Zutropfen der Permanganat- 
lésung langsamer erfolgen mu und ohne Vorteil fiir das Ergebnis eine 


lange fortgesetzt wird. 








Normalitat 
der 
K Mn O,-Lésung 


n/500 
n/500 
n/1000 
n/1000 


verlangerte Aufmerksamkeit erfordert. 
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Tabelle II. 





Milchsiéure 


Dauer der gefunden bei 
Destillation 2 eee Be ——— 





veugiegs maBigem Sieden lebhaftem Sieden 
Min. mg =a 9 der Theorie pons 
10 0,82 75,1 85,5 
15 0,82 80,0 98,0 
20 0,82 85,5 97,5 
25 0,82 98,5 100,0 
30 0,82 99,5 97,5 


Die gefundenen Milchsaiurewerte stellen das Mittel aus einer Doppel- 
bestimmung dar. Obwohl die Destillation bei lebhaftem Sieden und 
bei Milchsauremengen bis zu 1 mg bereits nach 15 Minuten beendet 
ist, haben wir spéater bei allen Versuchen die Destillation 20 Minuten 
fortgesetzt. 

Das von uns angewandte Verfahren wurde an wasserigen Milch- 
siure- und Lactatlésungen auf seine Eignung zur Milchsdurebestimmung 
gepriift. SchlieBlich wurde Milchséure zu Blut mit bekanntem Milch- 
siurespiegel noch zugesetzt und die Gesamtmilchsdure gemessen. 

Im folgenden sind nur Testversuche mit der Permanganatmethode 
wiedergegeben. Versuchsergebnisse mit der MnQO,-Oxydation finden 
sich im AnschluB an die Beschreibung des Gesamtverfahrens. 

a) Bestimmung wdsseriger Milchsdurelésungen. Zur Standardlésung 
wurde Acidum lacticum D.A.B.6 verwandt. Zur Bestimmung wurde 
1 eem — entsprechend 0,82 g Milchsiure — auf | Liter destillierten Wassers 
gelést und hieraus die 10- und 50fache Verdiinnung hergestellt. 


Tabelle III. 








Milch- Nor- 9 —_ Milch- Nor- aon, eorereteny 
i — verbrauch * ae = ih ne a — verbrauch es as ” 
mg Jodlésung ecm der Theorie mg Jodlésung ecm der Theorie 
0,82 n/200 3,56 97,8 0,41 n/200 1.82 100.0 
0,82 n/200 3,48 95,6 0,41 n/200 1,76 96,1 
0,82 n/200 3,54 97,2 0,164 n/200 0.73 100,3 
0,82 n/200 3,62 99,4 0,164 n/200 0,70 96,1 
0,82 n 200 3,68 101,0 0,082 n/200 0,37 101,1 
0,82 n/200 3,60 98,6 0,082 n 200 0,37 101,1 
0,82 n/200 3,62 99,4 0,082 n/500 0,88 96,7 
0,82 n/200 3,50 96,1 0,082 n/500 0,90 98,6 
0,82 - n/200 3,68 101,0 0,0328 n/500 0,34 93,4 
0,82 n/200 3,54 97,2 0,0328 n/500 0,36 98,6 


Bis herab zu 0,0328 mg geben die Bestimmungen (Tabelle IIT) 
geniigend genaue Vergleichswerte, wobei sich allerdings bei dieser 
Menge schon der Titrierfehler stérend bemerkbar macht. Fiir die 
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ersten zehn Bestimmungen mit 0,82 mg Milchséure ist der Mittelwert 
98,3 + 0,56°, mit einer gréBten Abweichung von 2,7%. Bei der 
Bestimmung kleinerer Milchsiuremengen liegen die Werte ebenfalls 
um diesen Mittelwert. Wegen des Titrierfehlers empfiehlt es sich bei 
Milchsiuremengen, welche unter 0,225 mg = 1 cem n/200 Jodlésung 
liegen, n/500 Jodlésung anzuwenden. Mit der Verdiinnung der Jod- 
lésung noch weiter herunter zu gehen, ist nach Kolthoff mit der nétigen 
Vorsicht wohl noch méglich, aber nach unseren Erfahrungen nicht zu 
empfehlen und in Anbetracht der verhaltnismaBig groBen Blutmenge. 
welche zur Bestimmung gelangt, auch gar nicht angebracht. 

Zu den Versuchen sei noch bemerkt, daB saimtliche Testbestim- 
mungen einer Versuchsreihe ohne Ausnahme wiedergegeben sind. 

b) Bestimmung von Lactatlésungen. Die Bestimmung von Lactat- 
lésungen bot im Gegensatz zu den wisserigen Milchsaéurelésungen 
erhebliche Schwierigkeiten. Mit Silberlactat lieben sich tiberhaupt 
keine brauchbaren Bestimmungen ausfiihren. Auch das Arbeiten mit 
Zinklactat bedarf besonderer VorsichtsmaBnahmen; in der Literatur 
ist schon vielfach auf die geringe Haltbarkeit wisseriger Zinklactat- 
lésungen und auf Verunreinigungen des Salzes hingewiesen worden. 

Brehme und Brahdy konnten mit Lactatlésungen nur 92 bis 95°, 
Ausbeute erzielen und machen darauf aufmerksam, da® das von ihnen 
verwandte Kahlbaum-Praparat, bei Zimmertemperatur getrocknet, noch 
3° Wasser enthalt und auch sonst nicht als vollkommen rein zu be- 
zeichnen ist. Wendel berichtet von ahnlichen Schwierigkeiten und 
sieht die Fehlerquelle ebenfalls in einer Verunreinigung des Salzes. 
Ronzoni und Wallen-Lawrence untersuchten die Frage genauer und 
konnten an Hand umfangreicher Versuche ein sofort einsetzendes, fast 
gesetzmaBiges Absinken des Standards der Lactatlésung innerhalb 
weniger Stunden beobachten*. Wie aus zwei ihrer Versuchsreihen 
hervorgeht, laBt sich nur bei ganz frischen Lésungen eine 92,2 bzw. 
98,2 %ige Ausbeute erzielen; am dritten Tage betragt sie 84,07 bzw. 
86,2 ° 

Bei unseren Versuchen verzichteten wir daher auch auf eine be- 
sondere Vorbereitung des Zinklactats, wie Trocknung oder Umkristalli- 
sierung, und begniigten uns, um unter allen Umstanden vergleichbare 
Werte zu erhalten, mit einer Fehlerberechnung des erzielten Ergebnisses, 
da es uns in erster Linie darauf ankam, die geringen Schwankungen 


o* 


* In connection with the determination of lactic acid in pure solution 
the effect of standing in solution should be noted. During the first 3 days, 
a solution of zine lactate shows a drop in the aldehyde yield from day until 
on the 3" day, it reaches a constant level, yielding about 84 per cent of the 
theoretical amount. A state of equilibration is evidently reached at which 
it remains constant for as long as 3 weeks. 
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Tabelle IV. 








Milch- Nc re Jod- Milchsiiure Milch- Nor- | ; Milchsiiure 
mg Jodlésung cem der Theorie mg Jodlésung cem der Theorie 
1,0 n/200 4,06 91,4 1,0 n/200 3,94 88,7 
1,0 n/200 4,04 90,9 1,0 n/200 4,02 90,5 
1,0  n/200 3,82 85,1 05 | n/500 4,90 88,3 
1,0 n/200 4,00 90,0 0,5 ; n/500 4,82 86,4 
1,0 n/200 3,96 89,3 0,2 n/500 1,98 89,2 
1,0 n/200 4,00 90.0 0,2 n/500 2,00 90,0 
1,0 n/200 3,90 87,8 0,1 n/500 0,98 88,3 
1,0 n/200 3,90 87,8 0,1 n/500 1,00 90,0 


der einzelnen Bestimmungen beim Arbeiten mit dem von uns in Vor- 
schlag gebrachten Apparate aufzuzeigen (Tabelle IV). 

Verwandt wurde eine 0,165 °%ige Zinklactatlésung, welche nach 
der Theorie in 1 ccm 1 mg Milchséure enthalt. Samtliche Versuche 
betreffen eine Versuchsreihe mit der am gleichen Tage zubereiteten 
Zinklactatlésung. 

Fiir die ersten zehn Bestimmungen mit 1,0 mg Milchsaure ist der 
Mittelwert = 89,2 +.0,59%: die gréBte Abweichung betrigt hier 
4,1%, ist aber verglichen mit den iibrigen Werten ganz offensichtlich 
auf einen Fehler bei der Bestimmung zuriickzufiihren. Die in der Lite- 
ratur beschriebene mangelhafte Ausbeute bei der Bestimmung von 
Zinklactatlésungen konnten wir in unseren Versuchen bestatigen. 
Bestimmungen kleinerer Lactatmengen halten sich ebenfalls nahe um 
den angegebenen Mittelwert. 

c) Bestimmung von zu Blut zugesetzter Milchsdure. Zur Vorbereitung 
des Blutes vor der eigentlichen Milchséurebestimmung ist, um die 
Anwesenheit stérender Stoffe auszuschlieBen, die EnteiweiBung und 
Entzuckerung nétig. Die EnteiweiBung nahmen wir nach Folin und Wu 
mit Natriumwolframat und Schwefelsiure vor, ein Verfahren, welches 
schon Clausen fiir die Milchsiurebestimmung aus Blut in Vorschlag 
gebracht hatte. Die Entzuckerung geschah ebenfalls nach Clausen 
mit Kupfersulfat und Calciumhydroxyd. Wahrend die Beseitigung 
der Kohlenhydrate im Kupferkalkverfahren nach den Untersuchungen 
am Embdenschen Institut keinen Verlust an Milchsaure nach sich zieht, 
wurde neuerdings die Brauchbarkeit der EnteiweiBung nach Folin und 
Wu fir Milchsiurebestimmungen aus dem Blute angezweifelt, da in 
dem Blutkoagulum Milchséure, und zwar in nicht unbetrachtlichem 
MaBe, zuriickgehalten werden soll (Orskov), ein Einwand, welcher um so 
erstaunlicher ist, als das Verfahren zur EnteiweiBung des Blutes bei 
Milchséurebestimmungen schon seit geraumer Zeit anerkannt ist und 
bei seiner Verwendung kaum Klagen laut wurden. Sicher dagegen 
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trifft der Einwand fiir die EnteiweiBung des Blutes mit Trichloressig 
siure zu; diese ist fiir den Zweck vollkommen ungeeignet, da bei ihrem 
Gebrauch stets unberechenbare Milchséureverluste auftreten ( Lehnartz. 
Meyerho}). 

Orskov untersuchte verschiedene EiweiBfallungsmethoden auf ihre 
Eignung zur Verwendung bei der Milchséiurebestimmung aus dem 
Blute und fand von zugesetztem Zinklactat bei der Fallung mit Wolfram. 
siure 83°, mit Metaphosphorsdure 86°, und mit Sublimat 92,7 °, 
wieder; bei seinem eigenen Verfahren fallt er das Eiwei8 mit einer 
Na, SO,—H,S0,-Lésung, extrahiert anschlieBend mit Ather und kann 
97,6 % wiedergewinnen. Ganz offenbar war auch hier das Zinklactat 
nicht ganz frei von Verunreinigungen. Was Orskovs Kritik am Verfahren 
von Folin und Wu angeht, so scheint er bei seinem eigenen Vorgehen 
einen Punkt nicht beriicksichtigt zu haben, auf welchen wir gleich zu 
sprechen kommen, das ist die Frage des rein quantitativen Verhalt- 
nisses, in dem Blut und Fallungsmittel zueinander stehen sollen. 
Ronzoni und Wallen-Lawrence, die wir bereits erwihnten, haben diese 
Frage schon friiher naher untersucht und gelangen zu dem Ergebnis, 
da8 bei der Anwendung der Wolframsaurefaillung zur EnteiweiBung 
zum mindesten, wie es ja auch meist geschieht, eine Verdiinnung von 
1:10 angebracht ist, da sonst gréBere Verluste an Milchsdéure nicht 
ausbleiben *. 

Und noch aus einem anderen Grunde muB uns daran liegen, gerade 
schon bei der ersten Behandlung, der wir das Blut unterwerfen, starkere 
Verdiinnungen zu wahlen. Da uns fiir Reihenuntersuchungen nur 
verhaltnismaBig geringe Blutmengen zur Verfiigung stehen, miissen 
wir in erster Linie unser Augenmerk auf einen méglichst geringen Milch- 
siureverlust bei den vorbereitenden Verfahren, der EnteiweiBung und 
Entzuckerung, richten und danach trachteri, eben durch starkere 
Verdiinnung einen groBen Hundertsatz an Milchsaiure bestimmungs- 
gemaB zu erfassen. 

DaB aber in der Tat der Verlust an Milchsiure bei der Fallung 
nach Folin und Wu nicht sonderlich hoch ist, zeigt ein weiterer Versuch 
(Tabelle V). Zu je 10 ccm Blut wurden 0,82 mg Milchséure zugesetzt 
und nach der iiblichen EnteiweiBung und Entzuckerung die Milchsaure 


* Blood precipitated in 1: 5 and 1: 10 and 1: 20 dilutions when tungstic 
acid, mercuric chloride and mercuric nitrate are employed, shows that lactic 
acid is retained to a greater extent when the protein is in higher concen- 
tration, irrespective of the precipitant used. In the case of tungstic acid in a 
1: 5 dilution, the precipitate retains as much as 8% of added lactic acid. 
A 1:10 dilution, retains from 3 to 4%, while a 1: 20 dilution increases 
the yield but slightly, if at all. The other methods show less retention on 
concentration, but it is evident that less than 1: 10 dilution is undesirable. 
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Tabelle V. n/500 Jod. 








Blut + zu- Differenz Blut + zu-| Differenz 

: gesetzte =zugesetzte 0/) der e gesetzte | =zugesetzte | 0 i 
Nr. | Blut | Milchsiiure | Milchsiure | Tisorie | Nt- || Blut | yfiichsiure | Milchsiure | Tiforie 

ecm ccm ecm ecm ecm ecm 

ii Soy esi nai eke s 
1 1,06 1,94 | 0,88 96,7 4 0,94 1,81 0,87 95,6 
2 1,06 1,96 0,90 98.9 5 0,94 1,83 0,89 97,8 
311,06; 1,95 | 0,89 $7,8 6 0,94, 1,84 0,90 98,9 


im Blute allein und in Blut + zugesetzter Milchséure bestimmt; zur 
EnteiweiBung wurde nach der urspriinglichen Vorschrift von Folin und 
Wu eine Verdiinnung von 1: 10 angewandt. Zur Bestimmung gelangte 
jeweils ein Blutfiltrat, das 1 cem Blut entsprach. Die Titrationswerte 
sind in n/500 Jodlésung angegeben. 

Wiedergefunden wurden in zwei Versuchen mit je drei Bestimmungen 
durchschnittlich 97,6 °% ; diese Zahl nahert sich in befriedigendem MaBe 
den Werten, welche aus rein wiasserigen Milchsdurelésungen erzielt 
werden. Der Verlust an zugesetzter Milchséure betragt 2,4°,; der 
Verlustfaktor, mit welchem der gefundene Wert zu multiplizieren ist, 
wire demnach 1,03. Damit ist die GleichmaBigkeit der Milchséure- 
verteilung zwischen Filtrat und Niederschlag dargetan, die ja fiir die 
Verarbeitung aliquoter Filtratmengen die Voraussetzung bildet. Wie 
der letzte Versuch beweist, kann die EnteiweiBung nach Folin und Wu 
ohne Bedenken in Anwendung kommen. 


Bestimmung der Milchscure bei Anwesenheit von Acetonkorpern. 


In einer an anderer Stelle erscheinenden Arbeit (Lauersen), die 
sich mit neuen Bestimmungsmethoden fiir Aceton, Acetaldehyd, 
p-Oxybuttersiure, Milchsiure und andere Substanzen befaBt, wurde be- 
reits auf die auBerordentliche grundsatzliche Bedeutung hingewiesen, 
welche der einwandfreien Abtrennung dieser verschiedenen Ko6orper 
voneinander bei Blutuntersuchungen gerade fiir die Erforschung des 
Zwischenstoffwechsels zukommt. Soweit es die exakte Erfassung der 
Milchsaure betrifft, sei darauf eingegangen; weitere methodische Einzel- 
heiten miissen in der betreffenden Arbeit eingesehen werden. 

Bei der Erforschung verschiedener Stérungen des Zwischenstoff- 
wechsels — erinnert sei an das diabetische Koma — mu8 von vornherein 
damit gerechnet werden, daB Acetonkérper und somit auch $-Oxy- 
buttersiure vermehrt auftreten. Trotz der nahen chemischen Verwandt- 
schaft von $-Oxybutterséure und Milchsiiure kann nun eben die Ver- 
schiebung in den Konzentrationsverhaltnissen dieser beiden Korper 
der Ausdruck einer wesentlichen Verainderung der Stoffwechsellage 
sein. Deshalb mu8 an jedes einwandfreie Bestimmungsverfahren fiir 
einen dieser beiden Stoffe allemal die Forderung gestellt werden, die 
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Méglichkeit der Mitbestimmung des anderen Abbauproduktes mit 
Sicherheit auszuschlieBen. 

Die von uns vorgeschlagene Bestimmung der Milchséure erfolyt 
durch Anwendung eines schwacheren Oxydationsmittels, einer MnO, 
Aufschwemmung in schwefelsaurer Lésung. Daneben aber wird gleich. 
zeitig aus etwa vorhandener f-Oxybuttersiure Aceton gebildet, in 
gleichem Umfang wie auch bei der Verwendung von Kaliumbichromat 
als Oxydationsmittel. Die Abbauprodukte beider, Acetaldehyd bzw. 
Aceton, werden bei der Destillation in der Bisulfitvorlage gebunden 
und lassen sich hier nicht mehr getrennt erfassen. 

Um in solchen Fallen eine einwandfreie Milchsiurebestimmung 
durchzufiihren, miissen zwei Bestimmungen erfolgen, die zugleich 
die Konzentrationen des Acetons und des Acetaldehyds ergeben. 

Die Méglichkeit der Trennung wird durch folgende Betrachtung 
dargetan. Wie in der vorerwahnten Arbeit beschrieben, erlaubt die 
Anwendung zweier verschiedener Vorlagen — Bisulfit bzw. Salicy!. 
aldehyd — die Erfassung des Acetaldehyds neben Aceton. Benutzen 
wir als Oxydationsmittel MnO, ,-so wiirden wir demnach in der Bisulfit- 
vorlage den Acetaldehyd aus der Milchsiure und das Aceton aus der 
f-Oxybuttersadure zusammen erhalten, in der Salicylaldehydvorlage aber 
das Aceton. Der Unterschied zeigt die Milchsiuremenge an. 

Eine andere Art der Trennung wird uns durch den verschiedenen 
Empfindlichkeitsgrad des Acetaldehyds und des Acetons gegeniiber 
dem Bichromat gegeben. Oxydierung des Untersuchungsgemenges 
mit Kaliumbichromat ergibt in der Bisulfitvorlage einzig das Aceton, 
da der intermediaér aus der Milchsiure gebildete Acetaldehyd durch 
die weitere Oxydierung abgebaut wird, wohingegen bei der zweiten 
Bestimmung mit Hilfe von MnO, die Milchsaure lediglich bis zur 
Acetaldehydstufe abgebaut wird und folglich sich gemeinschaftlich 
mit dem Aceton in unserer Bisulfitvorlage vorfindet. Die in beiden 
Destillaten jodometrisch erhaltenen Werte lassen durch einfache Sub- 
traktion den Anteil des Acetaldehyds und also der Milchséure berechnen 

Mit diesem gewiB einfachen Vorgehen erreichen wir zuverlassig 
die grundsatzlich wichtige Scheidung von Milchsdure und Acetonkérpern. 


Beschreibung unseres Verfahrens unter Anwendung der Oxydation mit 
Mn 0,. 


a) Blutentnahme. Die Kaniile der Spritze wird in die leicht gestaute 
Vene eingefiihrt, dann die Stauung aufgelassen, bevor das Blut in die 
Spritze eingesogen wird*. Fiir die Bestimmung der Ruhemilchsiure mut 


* OC. Brentano, Zeitschr. f. klin. Med. 120, 249, 1932, hat im Gegensatz 
zu den Angaben von Mendel und Goldscheider die Ansicht vertreten, dal 
leichte venése Stauung bis zu einer Dauer von etwa 10 Minuten und sogar 
leichte Arbeit fast keinen EinfluB auf die Héhe der Blutmilchséure haben. 
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die zu untersuchende Person niichtern sein und liegen. Zur Verhinderung 
der Glykolyse wird dem Blute etwa 0,1°, Natriumfluorid zugesetzt. 

b) Vorbereitende Verfahren. Reagenzien: */,n Schwefelséure, 10 °ige 
Natriumwolframatlésung, 25° ,ige Kupfersulfatlésung, 10°%ige Calcium- 
hydroxydaufschwemmung. 

EnteiweiBung. Die EnteiweiBung wird in der iiblichen Weise nach 
Folin und Wu in einer Verdiinnung von |: 10 ausgefiihrt. Zu diesem Zwecke 
wird ein Teil Blut in geeigneten Zentrifugenglaschen mit der je dreifachen 
Menge Wasser, 10°%iger Natriumwolframatlésung und ?/, n Schwefelsaure 
versetzt, unter haufigem Umschiitteln !/, Stunde stehengelassen und an- 
schlieBend 10 Minuten scharf zentrifugiert. 

Entzuckerung. Von dem Zentrifugat werden 15 cem entnommen und 
mit 2cem 25%iger Kupfersulfatlésung und 4cem 10° ,iger Kalkmilch 
versetzt und mit Wasser auf 30 ccm aufgefiillt. Nach halbstiindigem Stehen 
wird wiederum 10 Minuten stark zentrifugiert und das blanke Zentrifugat 
durch ein trockenes Papierfilter hindurchgeschickt. Das enteiweiBte und 
entzuckerte Blutfiltrat ist gut haltbar und kann bis zur Verarbeitung im 
Eisschrank aufbewahrt werden. 

c) Bestimmung der Milchsdure. Reagenzien. 1° ige Bisulfitlésung, 
40% ige Schwefelsiure, etwa 3°ige MnO,-Aufschwemmung, n und n/200 
Jodlésung, see. Natriumphosphat, n/200 Thiosulfatlésung. 

Die Normalitat der Jodlésung muB gesichert sein. Die Einstellung der 
Jodlésung erfolgt iiber eine entsprechend normale Thiosulfatlé6sung, welche 
ihrerseits am besten gegen eine Kaliumjodat- oder Kaliumbichromatlésung 
abgestimmt wird (vgl. Kolthoff). Die Bisulfitl6sung soll gemaB der Vor- 
schrift Meyerhofs in dunkler Flasche aufgehoben werden. 

Prinzip. Durch Oxydation mit einer MnO,-Aufschwemmung in 
schwefelsaurer Lésung wird die Milchséure in Acetaldehyd tibergefiihrt 
und dieser in Form seiner Bisulfitverbindung jodometrisch bestimmt. 


Bestimmung. Von dem enteiweiBten und entzuckerten Blutfiltrat 
(1: 20) wird je nach der zu erwartenden Milchsiuremenge ein bestimmtes 
Quantum in den Erlenmeyer-Kolben der Destillationsapparatur gebracht, 
mit 5eem der MnO,-Aufschwemmung versetzt und zwei kleine Siede- 
steinchen aus unglasiertem Ton zugefiigt. Nach Zugabe eines Trichters voll 
40 Giger Schwefelséure wird der Inhalt des Erlenmeyer-Kolbens auf 40 cem 
aufgefiillt. Das Vorlagegefa8 wird mit 3cem 1° iger Bisulfitlésung be- 
schickt und nach Einsetzen des Kiihlers 20 Minuten destilliert. Der Erlen- 
meyer-Kolben wird dabei so erhitzt, daB die Fliissigkeit in ihm nach 7 Minuten 
zum gleichmaBigen Sieden kommt. Nachdem der Apparat abgekiihlt ist, 
wird der Kiihler so weit herausgehoben, daB das Ansatzstiick noch ein wenig 
in die Vorlage hineinragt und die im Innenrohr und am AuBeren des Kiihlers 
haftenden Spuren der Reagenslésung mit einigen Kubikzentimetern Wasser 
in die Vorlage hineingespiilt. Das VorlagegefaB wird darauf mit einem 
Haken herausgenommen und die Bisulfitlosung quantitativ in einen 100 cem- 
Weithals-Erlenmeyer-Kolben gegeben. 

Die Bestimmung der /-Oxybuttersiure geht in ahnlicher Weise vor 
sich. In dem enteiweiBten Blutfiltrat (Entzuckerung ist nicht nétig) wird, 
nach vorheriger Entfernung des priformierten Acetons, durch Zugabe 
eines Trichters von 5%jiger Bichromatl6sung die /-Oxybuttersiure zu 
Aceton oxydiert und destilliert. 

Titration. Zur Erfassung des Acetaldehyds in Form seiner Bisulfit- 
verbindung dient n und n/200 Jodlésung. Das Destillat wird in dem 
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Erlenmeyer-Kolben mit einigen Tropfen 1% iger Starkelésung versetzi 
und der Uberschu8 an Bisulfit mit der n bzw. n/200 Jodlésung beseitigt. 
Zu diesem Zwecke gibt man aus einer geeigneten Pipette tropfenweise unte: 
stetem Umschwenken so lange n Jodlésung hinzu, bis eine sehwache Blau- 
farbung fiir kurze Zeit bestehen bleibt und fiigt dann in gleicher Weise 
n/200 Jodlésung bis zum Bestehenbleiben einer schwachen Blaufarbung 
hinzu. Durch Zugabe von festem sekundérem Natriumphosphat wird dic 
Acetaldehyd-Bisulfitverbindung zersetzt und das hierbei frei werdende 
Bisulfit mit n/200 Jodlésung bis zum Wiederauftreten einer schwachen 
Blaufarbung titriert. Die fiir die Titration der Acetaldehyd-Bisulfitverbin- 


Tabelle VI. 
Lésung I = 8,1 mg Milchséure/Liter. 
Lésung II = 81 mg Milchsaure/Liter. 








Milchsiure 
Testlésung n/200 Jod Abziiglich 0,10 ——_—__—— 
Leerwe rt gefunden berechnet 
ecm ecm mg mg 
Lésung I. 
6 0,33 0,23 0,052 0,049 
0,32 0,22 0,050 
0,31 0,21 __ 0,04 7 
0,050 
8 0,38 0,28 0,063 0,065 
0,41 0,31 0,070 
0,36 0,26 0,059 
0,064 
10 0,45 0,35 0,079 0,081 
0,45 0,35 0,079 
0,48 0,38 0,086 — 
0,081 
Lésung II. 
2 0,82 0,72 0,162 | 0,162 
0,81 0,71 0,160 
0,82 0,72 0,162 
| 0,161 
are eee * te Pee 0,324 0,324 
1,58 1,48 0,333 
1,58 1,48 __ 0,333 
0,330 
6 ee | 216 | 0,486 0,486 
2,28 2,18 0,490 
2,20 | 2,10 0,473 
| 0,483 
8 2,96 2,86 0,644 0,648 
2,92 2,82 0,635 


2,94 2,84 0,640 
0,640 
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dung verbrauchte Menge n/200 Jodlésung wird mit 0,225 multipliziert und 
liefert die Anzahl Milligramm Milchséure in der angewandten Menge Unter- 
suchungsmaterial. 

Bestimmung von B-Oxybuttersdure neben Milchstiure. Zur Be- 
stimmung der f-Oxybuttersiure und der Milchsiure nebeneinander 
wird die eine Destillation unter Anwendung von MnQ,, die andere unter 
Verwendung von Bichromat entsprechend den fiir die Bestimmung 
von Milchsiure und von §-Oxybuttersiure angegebenen Bedingungen 
ausgefiihrt. 

Bei der ersten Destillation erhalt man den der Milchsiure und der 
B-Oxybuttersiure entsprechenden Jodverbrauch. Bei der zweiten 
Destillation dagegen wird nur der der £-Oxybuttersiure entsprechende 
Jodverbrauch festgestellt. Die Differenz aus beiden Bestimmungen 
liefert den Jodverbrauch fiir die Milchsaure. 

Versuchsergebnisse (Tabelle VI und VII). 


Tabelle VII. 








} Milchsiure 
Angewandte < sziiglic 9 ave ost 
Blutmenge n/200 Jod a pole gefunden oS 
ecm ecm mg meio 
1,43 0,78 0,66 0,149 10,4 
0,78 0,66 0,149 10,4 
0,80 0,68 0,153 10,7 
0,80 0,68 0,153 10,7 
1,00 0,48 0,36 0,081 8,1 
0,48 | 0,36 0,081 8,1 
0,50 0,38 0,086 8,6 
0,48 0,36 0,081 8,1 
0,5 0,85 0,73 0,164 32,8 
0,82 0,70 0,158 31,6 
Milchsiurre 
Tier Kaninchenblut | 1/200 Jod Abziiglich 0,10 -———_—_ —_—_—— 
Leerwert gefunden a 
Nr. ecm ecm Ing mg'le 
42 0,5 1,42 1,32 0,30 60 
1,50 1,40 0,32 64 
52 0,5 1,64 1,54 0,35 70 
1,67 1,57 0,35 70 
53 0,5 1,44 1,34 0,30 60 
\ 1,42 1,32 0,30 60 
56 Ci} 0,5 2,01 1,91 0,43 86 
2,02 1,92 0438 | 86 
Zusammenfassung. 


1. Es wird auf die Grundlagen und die Verfahren fiir die Blut- 
milchsdéurebestimmung eingegangen. 
20* 
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2. Beschrieben wird ein Verfahren zur Bestimmung der Blutmilch- 
siure, welches eine Vereinfachung des sonst tiblichen Destillations- 
verfahrens darstellt. 

Die Vereinfachung besteht in der Hauptsache in der Anwendung 
des Lauersenschen Destillationsapparates; als Oxydationsmittel dient 
eine MnQ,-Aufschwemmung in schwefelsaurer Lésung. Besonderer 
Wert wird auf die Trennung der Milchséure und der Acetonkérper 
gelegt. Die EiweiBfillung nach Schenck wird durch die nach Folin 


und Ww ersetzt. 
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Zur Bildung von Wasserstoffperoxyd im Organismus. 
Von 


K. Yamafuji, M. Nishioeda und K. So. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1938.) 


In einer friiheren Mitteilung wurde gezeigt, daB bei der Belichtung 
von Wasser mit Sonnenstrahlen in Gegenwart von verschiedenen 
biologischen Substanzen Wasserstoffperoxyd entsteht!. Wir haben in 
der vorliegenden Arbeit untersucht, welche Stoffe im Organismus bei 
der Hydroperoxydbildung beteiligt sind. Durch eine Reihe von Extrak- 
tions-, Fallungs- sowie Adsorptionsmitteln wurden aus lebenden Hefe- 
zellen bzw. aus griinen Blattern zahlreiche Fraktionen abgeschieden, 
von denen jede einzeln im Wasser aufgelést oder suspendiert wurde. 
Nach der Belichtung mit einer Quecksilberquarzlampe wurde in den 
einzelnen Lésungen die entstandene Hydroperoxydmenge bestimmt. 
Dabei ergab sich, daB bei den meisten Fraktionen eine Hydroperoxyd- 
entstehung nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Befund und aus 
der friiher mitgeteilten Untersuchung! kénnen wir schlieBen, daB nicht 
eine bestimmte Substanz, sondern viele Stoffe im Organismus an einer 
Bildung von Wasserstoffperoxyd durch Licht Anteil nehmen. Zum 
Vergleich wurden auch eine Reihe reiner organischer Substanzen unter 
gleichen Bedingungen in Wasser bestrahlt. Dabei wurde gefunden, 
da8 bei allen untersuchten Substanzen eine Hydroperoxydbildung 
fast nicht stattfindet. 


Experimenteller Teil. 


Als Ausgangsmaterial zur Bereitung verschiedener Praparate dienten 
5 kg PreBhefe (Sacch. formosensis) und 6 kg Zuckerrohrblatt. Die Blatter 
wurden vor der Extraktion bei 60° getrocknet und dann pulverisiert. Die 
Trennung der einzelnen Fraktionen wurde méglichst quantitativ aus- 
gefiihrt. 


Die Hefe bzw. das Blattpulver wurde mit 80%igem Alkohol warm 
extrahiert, filtriert und das Filtrat eingedampft (A). Fraktion A wurde 
in Wasser aufgenommen, mit Ather geschiittelt und die atherische Lésung 
eingedampft (B). Durch Filtrieren der wiasserigen Lésung erhielten wir 
ein gelbes Filtrat (C) und einen braunen Riickstand (D). Fraktion D wurde 
weiter mit heiBem, 80 %igem Alkohol in Fraktion E (Extrakt) und F (Riick-. 


1 K. Yamafuji, M. Fujii u. M. Nishioeda, diese Zeitschr. 296, 348, 1938. 
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stand) geteilt. Wir bereiteten dann aus einzelnen Portionen der Fraktion C 
eine Reihe von Priparaten. Die Fraktionen G, I, K, M, O und Qstellten die 
durch Bleiacetat, basisches Bleiacetat, Silbernitrat, Phosphorwolframsaure, 
Bariumacetat und Quecksilbernitrat fallbaren Anteile dar; Fraktionen H, 
J, L, N, P und R dagegen die durch diese Fallungsmittel nicht fallbaren 
Anteile (s. Tabelle I). Zur vollstéindigen Beseitigung von Metallen wurden 
diese Fraktionen (G bis R) unter Umstanden mit Schwefelsdure, Salzsaure, 
Schwefelwasserstoff oder Baritumhydroxyd behandelt. Ein zweiter Teil 
der Fraktion C wurde 5 Stunden mit 1 %iger Schwefelsaéure erhitzt und dann 
mit Ather extrahiert (8S). Die wasserige Lésung wurde nach dem Neutrali- 
sieren mit Ba(OH), filtriert (T). Auf ahnliche Weise wurden nun nach der 
Hydrolyse der Fraktion C mit 5 %iger Ba(OH),-Lésung Fraktion U (Ather- 
extrakt) und V (wasserige Lésung) hergestellt. Durch Adsorption mit 
Kaolin, Knochenkohle, saurem Ton, Infusorienerde und Talk gewannen 
wir aus Fraktion C als adsorbierbare Anteile Fraktionen W, Y, A’, C’ und E’ 
(das Adsorbat wurde mit 1 °%iger Ba(OH),-Lésung eluiert), sowie als nicht 
adsorbierbare Anteile Fraktionen X, Z, B’, D’ und F’ (s. Tabelle I), Ferner 
wurde Fraktion D, wie bei Fraktion C, erst mit Schwefelséure, dann mit 
Ather behandelt und Fraktion G’ (Atherextrakt) sowie H’ (wasserige Lésung) 
erhalten. 


Die Hefe oder das Blatt wurde nach der Extraktion mit 80°%igem 
Alkohol weiter mit warmem Wasser extrahiert. Der Extrakt (I’) und der 
Riickstand (J’) wurden in der gleichen Weise wie bei Fraktion C oder D 
mit Saure zersetzt und aus I’ Fraktion K’ (atherléslicher Anteil) sowie L’ 
(wasserlislicher Anteil), aus J’ Fraktion M’ (atherléslich) sowie N’ (wasser- 
léslich) bereitet. SchlieBlich wurde Fraktion J’ 5 Stunden mit 3 %iger 
Salzséiure erhitzt und dann filtriert: Der Riickstand bildet Fraktion O’; 
das Filtrat wurde mit NaOH neutralisiert und der entstandene Nieder- 
schlag (P’) abfiltriert. Auf ahnliche Weise wurde noch Fraktion J’ mit 
3%iger Natronlauge behandelt und Fraktion Q’ (unléslicher Riickstand) 
sowie R’ (durch Neutralisieren des Filtrats) gewonnen. 

Alle Fraktionen wurden gegen Lackmus neutralisiert und dann 
getrocknet, Zur Bestrahlung wurden 30 mg jeder Fraktion in 10 cem 
Wasser gelést oder suspendiert, in eine Petri-Schale von 75 mm Durch- 
messer eingetragen und 1 Stunde im Abstand von 30cm mit einer 
Quecksilberquarzlampe bestrahlt. Fiir jede Fraktion wurden drei 
Schalen verwendet; die erste Schale wurde mit einer Quarzplatte, die 
zweite mit einer Glasplatte und die dritte mit einem dicken, schwarzen 
Papier bedeckt. Die als Filter verwendete Glasplatte laBt die Strahlen 
von Wellenlingen iiber etwa 3000 A durch. Nach der Bestrahlung 
wurde das entstandene Wasserstoffperoxyd in der friiher angegebenen 
Weise! bestimmt. Das dabei benutzte Katalasepraiparat (Kat. f. 
= 5300) wurde nach der Methode von uns? aus Ochsenleber hergestellt. 
Im allgemeinen wurde bei der dritten Schale fast keine Hydroperoxyd- 
entstehung beobachtet. Die Zahlen in Tabellen I und II bedeuten 
ccm n/1000 Natriumthiosulfatlésung. 


1 K. Yamafuji, M. Fujii u. M. Nishioeda, |. ec. — * Bull. agricult. chem. 
Soc. Japan 10, 112, 116, 1934. 
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Tabelle LI. 











Priiparat 


“a 


Aaa OO 


O“~BRr 


a} 


Fillungs- oder 
Adsorptionsmittel 


TOUGEOUNS y 5.ck ick caes 


Basisches Bleiacetat ... 


Silbernitrat ........... 


Phosphorwolframsaure . . 


Bariumacetat ......... 


Quecksilbernitrat ...... , 


EMME Sis cis Bulk ote ot 


Knochenkohle ........ 





Hefe 
Filter =| ” Filter: 
Quarz Glas 
0,69 0,22 
0,39 0,10 
0,79 0,30 
0,33 0,20 
0,43 0,21 
0,16 0,02 
0,56 0,25 
0,58 0,15 
0,70 0,34 
0,60 9,12 
0,23 0 
0 0,14 
0,23 0,15 
0,39 0,12 
0,42 0,18 
0,42 0,12 
0 0,14 
0 0,10 
0,02 
0,90 0,35 
— 0,09 
0,92 0,32 
1,00 0,50 
0,90 0,30 
0,82 0,34 
0,80 0,16 
0,42 0,10 
0,82 0,13 
0,46 0,08 
0,94 0,23 
-- 0,57 
0,67 0,23 
0,22 
0,72 0,35 
0,20 0,03 
0,18 0,04 
0,15 0,08 
0,30 0,06 
0,04 0,03 
0 0 
0,09 0 
— 0 


Filter: 


Quarz 


0,72 
0,88 
0,65 
0,20 
0,14 
0,15 
0,36 
1,08 
1,04 
1,62 
0,02 
0 

0,16 
0,22 
0,44 
0,76 
0 

0 

0,70 
1,20 


0,96 


0,96 


1,12 
0,34 
0,84 
1,04 
0,82 
0,90 
0,38 
0,23 
0,26 
0,13 
0,50 
0,16 
0,21 
0,06 
0 

0,08 
0.16 


Blatt 


Filter: 
Glas 
0,36 
0,58 
0,34 
0,13 
0,02 
0 
0,24 
0,38 
0,40 
0,20 
0 
0,32 
0,10 
0,10 
0,16 
0,40 
0,22 
0,08 
0,30 
0,45 
0,12 
0,20 
0,17 
0,29 
0,30 
0,38 
0,12 
0,22 
0,02 
0,34 
0,23 
0,28 
0,15 
0,06 
0,06 
0,03 
0,17 
0,16 
0,04 
0,13 
0 
0 
0 
0,04 
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Unter den gleichen Bedingungen wurden weiter Belichtungs- 
versuche mit den wasserigen Lésungen oder Suspensionen verschiedener 


biologisch wichtiger Verbindungen ausgefiihrt. 


Tabelle II. 





Substanz aoe Substanz ponree Substanz ao, 
Glucose ....... 0,13 7 re 0,08 Olivenél ...... 0 
Fructose ...... 0,13 Casein ........ 0,06 MOONE. 5 3 vcs cic 0,03 
Saccharose .... 0,08 Glycerin ...... 0 Quercetin ..... 0,06 
DUES 654.55 0 Methylalkohol. 0,04 MGMT 565 0s 6: 0 








Anmerkung bei der Korrektur. 1. Das Verhaltnis der Menge jeder 
einzelnen Fraktion zu dem Ausgangsmaterial ist in Tabelle III wieder- 
gegeben (Trockengewicht der Hefe oder des Blattes = 100). 


Tabel le III. 











Priiparat Hefe Blatt , Priiparat Hefe Blatt 
A 28,0 20,2 W 0,6 0,7 
B 0,9 6,5 X 9,3 7,1 
C 24,0 11,9 Zz 0,6 0,4 
D 13 i Be . 15,8 6, 

z 0,4 0,6 A’ 0,7 0,6 
F 0,7 0,4 B' 19,4 8,7 
; 2,9 | 2,4 C’ 0,6 0,2 
H 15,0 9,6 D’ 22,2 10,1 
I 6,5 1,4 a 0,3 0,4 
J 11,5 4,2 F’ 21,6 8,4 
K 8,6 2,7 G' 0,01 0,04 
L 12,6 8,3 en 1,1 1,1 
M 5,8 2.8 I’ 9,8 2,0 
N 9,5 5,0 J' 60,0 73,0 
O 1,1 0,2 K’ -— 0,05 
P 20,9 8,3 L’ 9,5 1,0 
Q 6,9 4,0 M’ _~ 0,3 
R 14,3 7,3 N’ 57,0 69,0 
NS) 0,7 0,7 O' 50,6 64,0 
oy 17,3 9,6 r 4,7 0,6 
U 0,06 0,02 Q’ 50,6 63,0 
V 20,9 11,8 R’ 2.3 0,6 


2. 20 mg Fraktion C oder Z wurden in 15 ccm Wasser gelést und 
in ein QuarzgefaB gebracht. Nachdem die Luft mit Stickstoff (O,-frei) 
vollig vertrieben war, wurde das GefaB verschlossen und dann den 
Strahlen einer Quecksilberquarzlampe ausgesetzt. Nach 5 Stunden 
wurde das entstandene Wasserstoffperoxyd nach der oben angegebenen 
Methode bestimmt (Tabelle IV). 
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s- Tabelle IV. 
- Priparat Hefe Blatt Priiparat Hefe Blatt 
C 2,28 1,81 Z 2,47 0,94 
me Bei der Bestrahlung von Wasser allein ergab sich eine sehr geringe 
: Hydroperoxydbildung (0,13 ccm Thiosulfat). Aus diesen Versuchen 
geht hervor, daB bei der photochemischen Wasserzersetzung die biologi- 
schen Praparate als Sensibilisatoren wirken. Es ist aber noch méglich, 
daB das Licht irgendeinen Dehydrierungsvorgang beschleunigt und in 
Gegenwart von Sauerstoff der abgegebene Wasserstoff zur Bildung 
des Wasserstoffperoxyds dient. Uber die Beziehung zwischen Autoxyda- 
ler tion und biologischer Wasserzersetzung wollen wir spater mitteilen. 
.r- 
' 
id 
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Uber die Ascorbinsiurebildung des Bac. Prodigiosus. 
Von 
Gyérgy Berenesi und Andras Illényi. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und Bakteriologie der Pazmany 
Péter Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 21, Juli 1938.) 


In unseren Untersuchungen iiber den Bakterienstoffwechsel haben 
wir gezeigt, daB einzelne Zuckerarten, wenn sie zu gew6hnlichem Agar- 
nahrboden zugegeben werden, den Stoffwechsel von Bac. Prodigiosus 
auffallend steigern [Jllényi und Berencsi (1)]. Diese Feststellung hat 
uns angeregt zu untersuchen, wie diese hochgradige Stoffwechsel- 
steigerung zustande kommt. Wir dachten daran, da sich vielleicht 
aus den stoffwechselsteigernden Zuckern Ascorbinséure bildet, welche 
dann, in den intermediaren Stoffwechsel eingeschaltet, die steigernde 
Wirkung zustande bringt. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir 
daher, wieviel Ascorbinséure der Bac. Prodigiosus auf gewéhnlichem 
Agar bzw. auf verschiedenen Kohlenhydratnahrbéden bildet. 


Die Untersuchungen wurden folgendermaBen ausgefiihrt: Wir stellten 
2 % igen Zuckeragar her unter Zusatz der folgenden von Kahlbaum, Schuchardt 
und Merck bezogenen Zucker: Arabitiose, d(+)-Xylose rechtsdrehend, 
1(—)-Xylose linksdrehend!, Dextrose, Fructose, Galaktose, Mannose, 
Maltose, Saccharose und Lactose. Je 50g Zuckeragar wurden in Cholera- 
schalen gegeben, diese mit der gleichen Menge Bac. Prodigiosus-Suspension 
beimpft und 4 Tage bei 37°C gehalten. Dann wurden die Kulturen mit 
25 bis 30cem physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, die Bakterien 
abzentrifugiert, ihr Gewicht festgestellt und dann mit 5 cem 10 %iger Meta- 
phosphorséure eine gleichmaBige Suspension hergestellt. Die Bakterien 
wurden in der Suspension durch 5 Minuten langes Erhitzen im kochenden 
Wasserbad unter Durchleiten von CO, zerstért, die abgekiihlte Fliissigkeit 
neuerlich zentrifugiert und die klare Lésung mit T%llmannschem Reagens 
(2, 6-Dibromphenolindophenol) titriert. Wir titrierten so lange, bis die 
rote Farbe des Reagens innerhalb einer halben Minute verschwunden war. 
Die Reduktionswerte wurden auf das Bakteriengewicht berechnet und in 
mg®, Ascorbinséure angegeben® (s. Tabelle). 


In jedem Falle wurde eine mit Tillmannschem Reagens nachweis- 
bare Reduktion gefunden. Wie die Tabelle zeigt, ist dieser Wert auf 
gewohnlichem Agar 1,2mg%, die Mittelwerte der anderen Zucker 


1 Die Bezeichnung der Stereoisomeren erfolgte nach Freudenberg. — 
2 Das Tillmann-Reagens wurde mit einer Lésung von kristallisierter As- 
corbinsiure eingestellt, die unter dem Namen ,,Cevita‘‘ durch die Buda- 
pester Firma ,,Chinoin’’ in den Handel gebracht wurde und fiir deren 
freundliche Uberlassung wir an dieser Stelle danken. 
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Tabelle. 
UE into AAD Oi ieee ue ‘ 
GewGhnlicher Agar’... .iu. deve sec cviclecus j 16 1,2 + 0,51 
ie » mit d(+)-Xylose ....... 10 13,6 + 4,42 
me + Pi i ee ot. ee 6 1,5 + 0,03 
“ ee ae re 11 3.5 + 1,37 
ae a SME. «°c oc 5 <0 os 5 1,6 + 0,49 
3 Ma co RMN So's gs 0s 4 1,2 + 0,36 
= ees eae 5 1,3 + 0,60 
= sis | al vic MRE Sie mo 66 Bicoke. 9 3,7 + 2,60 
‘< ee 5 1,3 + 0,42 
ms : |” ge a a A oP 4 1,0 + 0,44 
‘a do. ..gp SMOOMMIOROs. 6 25 5 ow clee 8 1,2 + 0,63 
od a jo OE Sie ce cawses 4 1,2 + 0,49 
n = Zahl der Versuche, M = arithmetischer Mittelwert in mg% des 
5 2 
Bakteriengewichts, 0 = Streuung = \-<* : 
n 


stehen zwischen 1 und 1,6mg%. Ausnahmen bilden d(-+)-Xylose, 
ralaktose und d,1-Xylose, die wir so hergestellt haben, daB d(-+-)- 
Xylose und 1(—)-Xylose zu gleichen Teilen gemischt wurden. 


Die Ascorbinsdurewerte sind bei d(+)-Xylose im Durchschnitt 
zehnmal und bei gewohnlicher Galaktose und d,1-Xylose zwei- bis 
dreimal héher als bei den anderen Zuckern oder auf Agar allein. Es 
ergibt sich also, daB d(-+-)-Xylose sterisch als Quelle des erwahnten 
ascorbinsdureaéhnlichen Redoxsystems hervorragend geeignet ist. Die 
Ascorbinsaurebildung mit 1(—)-Xylose war nicht gréBer als auf ge- 
wohnlichem Agar; die racemische Form nimmt eine Mittelstellung 
zwischen beiden Xylosen ein. 

Dieser Befund steht in der Literatur allein, da keine Angabe zu 
finden ist, daB Bakterien aus d(+-)-Xylose als Vorstoff Ascorbinsadure 
bilden, welche sich dann mit groBer Wahrscheinlichkeit in den inter- 
mediaren Stoffwechsel einschaltet. 


Bei Durchsicht der Literatur finden wir folgende Angaben: Siegwart, 
Hermann und Fodor (2) beobachteten, daB Essigbakterien in Symbiose mit 
Hefen in Glucose enthaltenden fliissigen Nahrbéden Ascorbinsaure bilden. 
Sie haben die Ascorbinséurewerte in der Nahrbodenfliissigkeit bestimmt. 
Bernhauer, Gorlich, Kécher (3) fanden, daB Aspergillus niger in synthetischer 
Nahrsubstanz Ascorbinsdure bildet. Sie behaupteten, daB Glucose, Mannose, 
Galaktose, Fructose, Sorbose, Lactose, Saccharose, Sorbit, Inosit und in 
erster Reihe Glycerin gute Ascorbinsiéiurequellen sind. Die quantitative 
Bestimmung wurde im Nahrsubstrat ausgefiihrt und in mg% angegeben. 
Die héchsten Ascorbinséurewerte wurden zwischen 15 und 25 Tagen ge- 
funden. Die Forscher betonen, daB ein gewisser Aziditatsgrad vorteilhaft 
ist. Ray (4) beobachtete Ascorbinséurebildung bei Erbsenkeimlingen aus 
Mannose, Fructose, Glucose, Galaktose; Di- und Polysaccharide fiihren zu 
einer geringeren Ascorbinsaurebildung. Pentosen waren iiberhaupt wirkungs- 
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los. Pfaff und Pfiitzer (5) hingegen fanden keinen engeren Zusammenhany 
zwischen dem Ascorbinsauregehalt von Pflanzen und Zuckern. Guha wnd 
Ghosh (6) erwaihnen, daB Rattenorganextrakte durch fermentative Wirkung 
aus Mannose Ascorbinséure bilden. Doch konnten dies zahlreiche andere 
Forscher, namentlich Goldschmiedt (7), Laporta und Rinaldi (8), Ammon 
und Grave (9), Euler, Gartz und Malmberg (10) nicht bestatigen. Kleine, 
und Tauber (11) geben ebenfalls an, daB Ratten- und Rinderorgane bzw 
deren Ausziige oder die Keime der Erbse aus Galaktose, Mannose, Arabinos: 
und Glykose keine Ascorbinséure bilden. Auch konnten sie die Ergebnisse 
von Hermann und Fodor nicht bestatigen. 

Andererseits ist bekannt, daB man auBer Xylose noch aus einer 
groBen Reihe von verschiedenen Kohlenhydraten Ascorbinsdure mit 
gutem Erfolg synthetisiert hat. So wurde von 8B. Helferich und 
O. Peters (12), sowie von 7’. Reichstein und H. Griissner (13) Ascorbin- 
siure aus d-Xyloketose, von Ault, Baird, Carrington, Haworth, Herbert, 
Hirst, Percival, Smith, Stacey (14) aus d- und |-Xylose hergestellt. Wenn 
besonders Xylose als Ausgangsmaterial zu chemischen Synthesen dienen 
kann, so ist leicht vorstellbar, daB auch die lebende Zelle in ihrem 
intermediaren Stoffwechsel die d(+-)-Xylose als Muttersubstanz zur 
fermentativen Ascorbinsiurebildung benutzen kann. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich also, daB aus d(+)-Xylose 
irgendein empfindliches Oxydations-Reduktionssystem entstehen kann, 
welches in den intermediaren Stoffwechsel eingeschaltet wird. Dies 
kann die Ascorbinsiure sein. Bei anderen Kohlenhydraten, die gleich- 
falls den Stoffwechsel steigern, konnten wir eine erhéhte Ascorbinsaure- 
bildung nicht nachweisen, so daB wir nach einem anderen Grund fiir 
die Stoffwechselsteigerung suchen miissen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde an Bac. Prodigiosus die wahrend des Wachstums in den 
Bakterien entstehende, stark reduzierende Substanz mit Tillmann- 
schem Reagens bestimmt und ihre Menge in Ascorbinsaurewert aus- 
gedriickt. Bac. Prodigiosus bildet in d(+)-Xylose enthaltenden Nahr- 
béden mehr Ascorbinsaure als in anderen kohlenhydrathaltigen Nahr- 
béden. 
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Uber die Wirkung der Xylose auf den Bakteriengasstoffwechsel. 
Von 
Andras Illényi und Gyérgy Berenesi. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und Bakteriologie der kénigl.- 
ung. Paézmany Péter-Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1938.) 


Wir haben in unseren bisherigen Versuchen tiber Bakterienstoff- 
wechsel festgestellt, daB fast alle Zucker den Sauerstoffverbrauch und 
die Kohlensiureproduktion des Bac. Prodigiosus auf Agarnihrbéden 
steigern (1). Ferner zeigten wir, daB die untersuchten Zuckerarten ihre 
stoffwechselsteigernde Wirkung im allgemeinen auf Kalberserum- 
nihrboden in derselben Reihenfolge ausiiben, wie auf Agarnahrboden, 
nur ist im ersteren Falle die steigernde Wirkung noch ausgesprochener. 

Der Gasstoffwechsel auf Agarnihrbéden wurde am meisten durch 
Xylose in die Hohe getrieben. In unserer friiheren Veréffentlichung 
haben wir iiber Kombinationen verschiedener Zucker mit Agar- bzw. 
Kalberserumnahrboden berichtet, aber erst in der vorliegenden Arbeit 
kénnen wir unsere damals noch nicht abgeschlossenen Versuche iiber 
die Wirkung der Xylose in Agar- bzw. Kalberserumnahrbéden mitteilen. 
Diese Versuche waren uns besonders deswegen wichtig, weil wir schon 
in der vorausgehenden Arbeit zeigen konnten, daB aus der dem Agar 
zugesetzten d(-+-)-Xylose sich im Kérper des Bac. Prodigiosus in groBer 
Menge eine ascorbinsdureaihnliche stark reduzierende Substanz bildet, 
die wahrscheinlich eine wichtige Rolle im intermediiren Stoffwechsel 
spielt (2). Dagegen ist 1(—)-Xylose kein Vorstoff fiir die erwaihnte 
Substanz. Die Untersuchungen wurden gleichfalls mit dem Stoff- 
wechselgerat fiir Bakterien von J/ilényi (3) ausgefiihrt. Die Zucker, 
und zwar d(-+-)-Xylose und |(--)-Xylose, wurden in einer Konzentration 
von 2°%, den Nahrbéden zugesetzt. Sauerstoffverbrauch und Kohlen- 
siurebildung des Bac. Prodigiosus wurden in einer wachsenden Kultur 
vom Augenblick der Uberimpfung an durch 24 Stunden verfolgt. 

Wie die Tabelle I zeigt, bewirkt d(-+)-Xylose eine starke Steigerung 
des Gasstoffwechseis, hingegen zeigt 1(—)-Xylose in dieser Hinsicht 
kaum eine Wirkung. Es scheint also, daB unter den gegebenen Um- 
standen die riumliche Konfiguration der d(+-)-Xylose an der Steigerung 
des Gasstoffwechsels beteiligt ist. Dies steht auch im Einklang mit 
unseren erwahnten Ergebnissen, nach denen sich aus d(+)-Xylose im 
Bakterienleib ein empfindliches Redoxsystem bildet. 


Um so auffallender war, daB in der nachsten Versuchsreihe, als die 
d(-+-)-Xylose dem mit physiologischer Kochsalzlésung 1 : 3 verdiinnten 
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Kalberserum zugesetzt wurde, der Gasstoffwechsel kleiner war, als bei 
Verwendung von reinem Kalberserum. Hingegen bewirkte die 1(—)- 
Xylose im Kalberserum nur eine geringe Steigerung des Stoffwechsels 
(Tabelle Il). Daraus geht hervor, daB die d(-+-)-X ylose ihre stoffwechsel.- 
steigernde Wirkung nur im gewissen Milieu, d.h. nur in Gegenwart 
bestimmter Stoffe, auszuiiben imstande ist, ja es scheint sogar, da} die 
d(+-)-Xylose in Verbindung mit gewissen Stoffen, wie z. B. mit Kalber- 
serum allein, sogar eine gegenteilige, d.h. stoffwechselhemmende 
Wirkung entfalten kann. In unserer friiheren Arbeit (1. c.) konnten wir 
dagegen zeigen, dai andere Zucker, zu denen wir auf Grund vorliegender 
Arbeit auch die 1(—)-Xylose reihen kénnen, gerade in Verbindung mit 
Kalberserum eine stoffwechselsteigernde Wirkung entfalten. Wenn 
wir aber die d(-+-)-Xylose einem Kalberserumnahrboden zusetzen, der 
anstatt mit physiologischer Kochsalzlésung mit Bouillon verdiinnt 
worden war, so bleibt die hemmende Wirkung dieses Zuckers aus und 
wir erhalten einen den Kontrollversuchen entsprechenden Normalwert 


(Tabelie III). 


Fiir das Ergebnis ist also bei unserer Versuchsanordnung die An- 
wesenheit von Bouillon wichtig. Da die Bouillon aus verschiedenen 
Komponenten besteht, war festzustellen, welcher Anteil der Bouillon 
diese Wirkung verursacht. Es wurden daher neuerlich Agarversuche 
vorgenommen, bei denen aber entweder der Agar nur mit physiologischer 
Kochsalzlésung, oder mit letzterer und 1% Pepton, oder aber nur mit 
Fleischextrakt ohne Pepton zubereitet wurde. Im ersten Falle bleiben, 
wie Tabelle IV zeigt, die Gasstoffwechselwerte weit hinter denen der 
Normalagarversuche zuriick. Dies laBt sich durch den verminderten 
Nahrwert des leeren Agars leicht erklaren. So zeigt ja auch die d(-+-)- 
Xylose in dieser Zusammenstellung keine Wirkung. Im Peptonagar 
ohne Fleischextrakt fanden wir ebenfalls niedrige Werte, die durch 
d(+-)-Xylose keinerlei Steigerung erfuhren (Tabelle V). Aus diesen 
Einzelversuchen geht hervor, daB auch die auf der Vollagar d(-+-)-Xylose- 
kombination beobachtete Stoffwechselsteigerung weder allein auf die 
d(+)-Xylose, noch auf die Agarsubstanz, oder das Pepton zuriick- 
zufiihren ist. 


Es wurde nun weiterhin Fleischextrakt und d(-+-)-Xylose gepriift. 
Wie die Tabelle V1 zeigt, ergibt sich hier eine hochgradige Steigerung 
des Gasstoffwechsels. Aus allen diesen Versuchen geht hervor, daB die 
stoffwechselsteigernde Wirkung der d(+-)-Xylose in den Nahrbéden 
nur dann zustande kommt, wenn gleichzeitig Fleischextrakt vorhanden 
ist. Es scheint also, daB ein oder mehrere, vorlaufig noch unbekannte 
Stoffe im Fleischextrakt als mitbeteiligte Faktoren die stoffwechsel- 
steigernde Wirkung der d(-+-)-Xylose erméglichen. 








PT OFT OL'O ZOO LOO 6L°0 6 90°6 OGET LEST St 
| I 


PT 96°C 90'S 6 OL OCTOT GE'FT Z8°T G2‘L 82°82 6 eso] AX-(+) Panu oqjesseqy 
; L0°O #20 690 9 SiO |T60 64°56 9) — a — ||¢¢°O [eL°T 


QFFT 9 1°77) aeBezyvagxoyostoly 





‘TA 9119°9CBL 











LT! O0e BIO 900 SI'O8cO 9 LO. 09 «920 OF'O ZEeT E8'g 9 ETT! O'9g LES SIO 29.0 Zo°9 «9 ~« e8O[AX -(+) P 91M oqjasseq 
— 1 ¥0°O [ITO :9F'0! F - | $§0 980 60F | Fi - — TSto~eg 6es)| Pio "o ++ reseuogdeg 
| ie . 
z ie x1[1[9qCeL 
= 
= " y || - — $80 OFE 920) STO LF0 6L°O | + | O801AX -(+) Pp atw eqiesseq 
= <i _ 2  o - | $G°O 1ST°T| 60 | E']) — = — SES 0 SEU GO b} 64s ee 994 1010q 
z | -nZ FuNSQ’T-[ORN Joyos 
ho -1oporsAyd 41 red y -1e3 Vy 
- | : ‘ 
2 "AL 91199 BL 
_ 
< 
6'0 OLI ETO ZO GOO TE'O 8 ELS O'FG COOT 220 TOE 2°0@ B OT SLO CIE G9°O LES G2°%s g | e80[4x -(+) parm oqesseq, 
~ 800 2T082.0 € — . 98°0 IST 89°01 € . LE°0 |22°0 09ST € |} “°° T:g JuUNps0eA 
uOT[ nog 4IUl WNnJes10q [By 
Ol ulo9 m9 fy woo uo 
‘as W i uiias —— Wyqg 9 S uiicag |— - K-gq oO : u 
ds Cp tw — ly add i 8 ty —lyg ad KK uapoqiyRN 
Sunpiiqemysuyoy yoneiqueayjoyszoneg 
_ 
* ‘TTT PPP 















Ton 


30 


*hsel. 


ffwec 


Xylose auf den Bakteriengasstof 


Wirkung der 





| | 
€0°0 O10 OL°0) 8 ZT 

















a 
N 


91'T OOT LOO OTT FLO SFO BOT Et9 8 GT'T L’C IcO) 90 ZHT 88'S g  e80[4x-(+) pat oqjesseg 
. C00 FTO 220 ¢ — | — | 690 \PL°T! 26°99; 9 || - — | — 1 23°0 \62°0| 6e°6 | 9) “°° *** T?¢ Juunpiea 
uo][INog 4tw glee 
OF O'8CT EHO ZTOZEO08O F OT O'OL EAT SEO 860 C8t F or) ‘0'98 6e'e | TO 6L°O EL°E F Naa gti Sean aq[sse(] 
- 900°0 E1°0 180) F T¥O 90°T 2OT | F ! ca‘0 ¢9°0| G6°9. FF ses" Tig guunploAa 
Saniyy- IOeN Aoeyosis 
l -ojorsAyd 4rul giaMtesatny 
l 
5 : fo | woo w199 O/y | W990 w190 
‘as |——_———_- ee 5 oO K % ii-as > ———__ A J ‘as — ae 
sand tw — ye ad ‘ = tw —'7 ad) ? wi") os ty — ly “ad ? A ry uspoqiyeN 
qaajonbsuoljzeidsey m- Sunpriqaanysuayyoy yonviqIIAJJoJsSIONVS 
‘IITA 9119984 
Le‘T OEE 20 G00'O TOO 68.0 & O*C%! 0°69 GO*OT | GO*O O9°T F9°FS G ESE) O'GZ ESE CCT ITE IT'Ls G aso[ Ay -(+) p 31td eqjosseqy 
i 5 910 FOO L ¥ cage ies 68°0 00T 6OFT F z 90 FAT SSIS F Tig JquUnpIOA 4y8I4xo 
-Yostojq JIU wWNIes10q[By 3 
rO FE ZOO, COO OSOSCO 2 EET | OLI FET  6cT TLE OST 2) 2% O81 6o'S Tat OFF ESET 2. eS0[AX-(+) parm oqjosseq = 
c000 20.0 9¢°0 2 = —|— | £9°0 OWS 6T'ST| 2 || - = t= 1 COE 06 Sidr eee | *ss** uoydeg 
%T+tt:g quunpiea 
Sunso'y-[O VN JoyostZo] 
| -orsAyd 41a Wwinies10q [8 Y 
%lo | Fp woo I W199 %p ome | —ir os: eee 
‘as |—————- A-g¢ 4) Kis ‘ag |-—— || Weg, a) ¢ uo-‘ds nih Rr, ra) 7 u 
tn — ig 6 tn —'W site e *n — "HK s . wopoqiqyNn 





yuajonbs uonesydsey 


Sunpliqeinys ual yoy 


YONBIGIIAYOjSAONVS 





TIA 9119981 


Biochemische Zeitschrift Band 

















306 A. Lllényi u. G. Berenesi: Uber die Wirkung der Xylose usw. 


In weiteren Versuchen verfolgten wir das Verhalten des Gasstoff.- 
wechsels auf Kalberserumnahrbéden mit oder ohne Zusatz von Pepton 
oder Fleischextrakt und stellten diesen als Kontrollversuche solche 
gegeniiber, bei denen zu diesen Nahrmedien noch d(-+)-Xylose hinzu- 
gefiigt wurde. Hierbei zeigte sich, daB der Gasstoffwechsel des Bac. 
Prodigiosus auf Kalberserum mit Zusatz von Pepton oder Fleischextrakt 
zunimmt, daB aber eine weitere Steigerung des Stoffwechsels durch 
Zusatz von d(-+)-Xylose zu den erwihnten Nahrbéden iiber das Mab 
der Kontrollen hinaus nicht mehr erreicht werden konnte. Auch konnte 
die friiher beschriebene hemmende Wirkung der d(+)-Xylose in Kom- 
bination mit Kalberserum nicht beobachtet werden, sobald dem System 
Fleischextrakt zugesetzt wurde (Tabelle VII). 

In unserer friiheren Arbeit (Il. c.) haben wir gezeigt, daB der Gas- 
stoffwechsel von Bac. Prodigiosus auf Eiereiwei®nahrbéden, deren 
Eiwei8 mit physiologischer Kochsalzlésung 3:1 verdiinnt war, sehr 
gering war. AuBerdem verschwand bei dieser Zusammenstellung die 
Wirkung aller verwendeten Zuckerarten. Nun war es von Interesse 
festzustellen, ob man EiereiweifS in Analogie zu den oben erwahnten 
Versuchen ebenfalls mit Bouillon oder Bouillon mit d(+)-Xylose 
erginzen und dadurch eine Stoffwechselsteigerung erzielen kann. 
Tabelle VIII zeigt, daB dies nicht gelingt. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde der EinfluB8 von d(-}-)-Xvlose und 1(—)-Xylose auf 
den Gasstoffwechsel von Bac. Prodigiosus in Kombination mit ver- 
schiedenen Nahrmedien untersucht. 

2. Zum Zustandekommen der stoffwechselsteigernden Wirkung der 
d(+)-Xylose ist das Vorhandensein von Fleischextrakt als Erganzungs- 
faktor notwendig. ; 

3. In Gegenwart von Kalberserum allein wirkt d(—-)-Xylose auf 
den Stoffwechsel hemmend, diese Hemmung kann aber durch Zusatz 
von Fleischextrakt aufgehoben werden. 

4. Die stoffwechselhemmende Wirkung von EiereiweiB kann weder 
durch Bouillon noch d(+)-Xylose, noch deren Kombinationen beein- 
fluBt werden. 

5. Die 1(—)-Xylose verhielt sich analog den in unserer friiheren 
Arbeit untersuchten Zuckerarten. 

Nach dem Vorliegenden scheint es, daB die stoffwechselsteigernde 
Wirkung der d(-+-)-Xylose mit Hilfe eines im Fleischextrakt befindlichen 
Stoffes zustande kommt. 

Literatur. 

1) Diese Zeitschr. 297, 46, 1938. — 2) Ebenda 298, 298, 1938. — 

3) Ebenda 295, 117, 1937. 





Die Verteilung der Ascorbinsaure in der Kartoffelknolle. 
Von 
Karl Paech. 
(Aus dem Kaltetechnischen Institut der Technischen Hochschule in 
Karlsruhe, Abteilung Reichsinstitut fiir Lebensmittelfrischhaltung; 
aus RKTL-Arbeiten.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1938.) 


Fiir verschiedene vitaminreiche Friichte und andere Pflanzenteile ist 
im Laufe der Zeit bekannt geworden, daB der Gehalt an Ascorbinséure 
sich nicht gleichmaBig auf die verschiedenen Gewebsarten verteilt und 
daB er unter Umstanden auch in einheitlichem Gewebe nicht tiberall die 
gleiche Konzentration, auf Frischgewicht bezogen, erreicht. Am haufigsten 
wurde bei Apfeln auf eine starke Abstufung hingewiesen [z. B. Bracewell 
und Mitarbeiter (1); Krauss (2); Paech (3)|, und zwar ist dabei die 
Schale oft fiinf- bis siebenmal reicher an Vitamin C als das innere Fleisch. 
Da ein Teil dieser Feststellungen auf Tierversuchen beruht, handelt es 
sich sicher um tatsichliche Ungleichmabigkeiten, die nicht nur durch 
eine unvollkommene chemische Methodik vorgetéuscht werden. Auch 
bei verschiedenen Gemiisearten wurden ahnliche Beobachtungen ge- 
macht [Olliver (4)]. Uber Kartoffeln, deren Ascorbinsauregehalt der 
Gegenstand recht zahlreicher Untersuchungen war, liegen auffallender- 
weise nur beilaufige Bemerkungen vor, aus denen etwas iiber die Ver- 
teilung in der Knolle geschlossen werden kénnte. Nur /jdo (5) gibt 
bestimmt an, daB der Vitamin C-Gehalt ungefahr in allen Teilen der 
Knolle gleich ist. Scheunert und Mitarbeiter (6) erwahnen hingegen, 
daB nach ihrer Erfahrung der Ascorbinsduregehalt nicht an allen Stellen 
der Knolle gleich hoch sein diirfte. Die tatsachliche Verteilung ist jedoch 
nicht angegeben. 

In einer allerdings botanisch-morphologisch nicht begriindeten 
Analogie zum Apfel hatte man vielleicht vermuten kénnen, daB die 
Schale oder die unmittelbar darunter liegenden Zellschichten besonders 
reich an Vitamin C sind. Eine genauere Kenntnis der zonalen Ver- 
teilung der Ascorbinsaure in Kartoffeln ist nicht nur aus rein biochemi- 
schen Griinden erwiinscht, sondern kann auch fiir die Beurteilung 
gewisser Konservierungsverfahren von Kartoffeln von Wichtigkeit 
sein, und zwar dann, wenn die Schale von vornherein entfernt werden 
mu, z. B. beim Trocknen. Da nach neueren Auffassungen [Scheunert (6)] 
in Deutschland ein wesentlicher Teil des menschlichen Vitamin C- 
Bedarfs wahrend des Winters durch den reichlichen Kartoffelgenu’ 
gedeckt wird, diirften die MaBnahmen, die den Verlust und Verderb 
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bei der Aufbewahrung zu verhindern suchen, natiirlich nicht mit dem 
Mangel behaftet sein, von vornherein einen groBen Prozentsatz des 
Vitamingehalts der menschlichen Ernahrung zu entziehen, wie das 
z. B. beim Schalen vor dem Trocknen der Kartoffel geschehen kénnte. 

Kinige Analysen zur vorlaufigen Klérung dieser Frage, die in 
unserem Institut von Herrn Dr. Kiermeier aufgeworfen wurde, brachten 
nun das unerwartete Ergebnis, daB bei der Kartoffelknolle der innere 
Teil stets viel reicher an Ascorbinsaure ist als die Schale und die Schichten 
unmittelbar darunter. 

Versuche. 


Die Bestimmung der Ascorbinsaure erfolgte in der gleichen Weise, wie 
wir es fiir Apfel beschrieben haben (Paech, 1938). Die zerkleinerten Knollen 
werden also zunichst mit 5%iger Metaphosphorsaure zerrieben und zentri- 
fugiert und darauf mehrere Male mit verdiinnter Saure ausgewaschen, so 
daB8 die Extrakte am Ende 2% Metaphosphorsiure enthalten. Diese 
Extrakte werden mit einer auf reine Ascorbinsaéure eingestellten 2, 6-Di- 
chlorphenol-Indophenollésung titriert. Zur Vermeidung jeglichen Luft- 
einflusses wurde das Schalen und Zerschneiden der Knollen in einem von 
Stickstoff durchstr6émten Zylinder vorgenommen. 

Die alten Kartoffeln (Sorte ,,Erdgold‘* aus dem Rheinland) hatten vom 
Herbst 1937 bis Mitte Juni 1938 in einem Kiihlraum bei + 3,5° und etwa 
85% relativer Feuchtigkeit gelegen und waren dann, zur Beseitigung des 
siiBen Geschmacks, etwa 3 Wochen bei + 10° nachgelagert worden}. Sie 
waren noch vollkommen straff und zeigten erst gerade sichtbare SproBtriebe. 
Es wurde so dick geschalt, daB die Schalen ungefahr 20 bis 25 % des Knollen- 
gewichts ausmachen, was ungefahr den praktischen Verhialtnissen beim 
Schalen in rohem Zustande gleichkommt. Die Schalen einer Knolle wurden 
vollkommen aufgearbeitet, von dem restlichen inneren Teil kamen Scheiben 
von 20g zur Extraktion. 


In Tabelle I sind die Analysenergebnisse fiir die Sorte ,,Erdgold‘‘ 
vom Jahre 1937 zusammengestellt. 














Tabelle I. - 
| RES Ere perverse 
in 100g Frisch- in der ganzen 
Nr. gewicht Knolle 
achale Ve Schale Inneres 
IT — ne ————_ — — A ie alti a — rere SS 
69 MD: isis. cciaiend. covers | 2,2 5,6 0,2 | 5,4 
2 | is isla ldtosy aceite Wag pike aiken od 4,05 6,5 08 | 6,2 
Bh, (cep sw nbiiscx ess his 2,4 7,9 0,7 9,6 
” » mit HPO,-Lésung 
i infiltriert. ..... 5,1 8,4 1,4 10,2 
Cem. chs snetirrersacantss | 26 7,1 0,8 7,8 
4 » mit HPO,-Lésung | 
infiltriert ...... eS  Saaee eae B 1,3 8,5 


1 Krumbholz, erscheint demnachst. 
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Die Zahlen zeigen, daB die Konzentration auf Frischgewicht 
bezogen in den Schalen stets bedeutend niedriger ist als im iibrigen Teil 
der Knolle. Wegen des relativ geringen Anteils der Schalen am ganzen 
Knollengewicht enthalten sie nicht mehr als 6 bis 14° des Vitamin 
C-Gehalts der ganzen Knolle, das bedeutet also im Gegensatz zu 
den Verhaltnissen bei Apfeln, da8 mit dem Verwerfen der Schale nur 
ein sehr geringer Prozentsatz des Vitamin C-Gehalts direkt verloren 
geht. Allerdings ist bei der praktischen Zubereitung der Kartoffel zu 
beriicksichtigen, daB geschalte Kartoffeln leichter ausgelaugt werden 
als ungeschalte [Scheunert (6) und Wachholder (7)|. Da es nicht sicher 
war, ob die ungleichmaBige Verteilung der Ascorbinsaéure in der Knolle 
durch die lange Lagerung entstanden ist, wurden Friihkartoffeln (Sorte 
und Herkunft unbekannt) auf dem Markt gekauft und ebenso wie vorher 
verarbeitet. Auch hierbei wurden ungefaihr 20°, als Schalen abge- 
schnitten. In diesen fanden sich auf 100 g Frischgewicht bezogen 7,6 
bzw. 5,0 mg: in den zugehérigen Resten jedoch 36,0 bzw. 19,7 mg 
Ascorbinsaure. Trotz des absolut viel héheren Vitamingehalts der 
Frihkartoffeln ergibt sich also eine ahnliche Verteilung wie bei den 
alten Knollen. 

Es hatte méglich sein kénnen, daB wahrend der Extraktion die 
braune Schale der Kartoffel durch irgendeine Einwirkung zu einer 
partiellen Zerstérung der Ascorbinsaure fiihrt, deshalb wurde sie vor 
dem ,,Schalen‘* vorsichtig abgekratzt. Auch nach dieser Vorbehandlung, 
die natiirlich im Stickstoffstrom stattfand und tunlichst rasch aus- 
gefiihrt wurde, fanden sich in der 4uBeren Zone wieder weniger, nimlich 
5,7 baw. 19,4 mg gegeniiber 30,4 bzw. 43,6 mg im Kern, bezogen auf 
100 g Frischgewicht. SchlieBlich muBte noch daran gedacht werden, 
daB der in den Zellzwischenraumen (Intercellularen) enthaltene Sauer- 
stoff im Augenblick des Zerdriickens eventuell eher zu den geéffneten 
Zellen tritt als die Saure, welche die Oxydationsfermente inaktiviert. 
Diese nur nach Sekunden zu zahlende Zeit kénnte geniigen, einen Teil 
der Ascorbinséure zu oxydieren, und zwar miiBte die Zerstérung bei 
gréBerer Aktivitat der Fermente in den auBeren Schichten weiter gehen 
als in den iibrigen Teilen der Knolle. Da in wenigen Augenblicken 
unter Mitwirkung des Intercellular-Sauerstoffs in lebenden Pflanzen- 
teilen eine betrachtliche Menge der reduzierten Ascorbinsaéure zerstért 
werden kann, zeigte sich bei Erhitzen von Apfelstiickchen [ Paech (3)| 
und ist auch nach unver6ffentlichten Versuchen bei manchen Objekten 
im Augenblick des Gefrierens der Fall. 

Um auch die eventuelle St6rung durch den Sauerstoff in den 
Kartoffelknollen auszuschlieBen, wurden sowohl Schalen als auch 
Scheiben aus dem Innern in 5°%,ige HPO,-Lésung getaucht, evakuiert 
und dann mit dieser Lésung infiltriert. Nun umgab die Saure jede 
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einzelne Zelle und muBte beim Zerdriicken bzw. schon beim Infiltrieren 
zur Hemmung der Oxydasen fiihren. Das Ergebnis nach dieser Behand- 
lung war: In den Schalen 23,5 bzw. 30,4 mg und im Innern 35,8 bzw. 
42,5 mg Ascorbinséure auf 100 g Frischgewicht bezogen. Obwohl auch 
hierbei die Schalen immer noch eine geringere Vitamin C-Konzentration 
aufweisen als der Kern der Kartoffel, scheint es doch so, als hatte sich 
die Spanne etwas verringert. Denselben Eindruck gewinnt man auch 
aus den Analysen der dritten und vierten Knolle in Tabelle I. In diesen 
Versuchen war die Knolle in der Langsrichtung halbiert und die eine 
Halfte nach der einfachen Art, die andere nach Infiltration mit Saure 
verarbeitet worden. Wahrend der relative Gehalt in den inneren Partien 
nach dem Infiltrieren sich nur unwesentlich erhéht hat, ergibt sich in 
den Schalen doch ein merklich héherer Gehalt als ohne diese Mab- 
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1 nahme. Wahrscheinlich entsprechen diese erhéhten Werte nach der In- 
Ti filtration mit Saure denjenigen, die Wachholder und Mitarbeiter (7) unter 
* i Zufiigung von Glutathion als ,,Oxydationsschutz‘‘ bei der Extraktion 
Lik erhielten. Eine Beriicksichtigung der eventuell vorhandenen Dehydro- 

1: ascorbinsaure fand in unseren Versuchen nicht statt. Da diese stets nur 
i 4 in ganz unbedeutenden Mengen, vor allem in neuen Kartoffeln, gefunden 
if wurde, diirfte sie die aufgedeckten Konzentrationsunterschiede héch- 

; 


stens unbedeutend verschieben. Der Saéureextrakt (2° H PO,) verliert 
auch nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur im Dunklen nur 
ba geringfiigig an Reduktionskraft, und’ zwar ohne daB ein Unterschied 


ee zwischen demjenigen aus Schalen und dem aus den iibrigen Teilen der 
;. Knolle zu erkennen ware. Es erhob sich noch die Frage, ob der relativ 
‘ armen auBeren Schicht der Knolle in bezug auf den Ascorbinsaure- 
ieee gehalt ein ziemlich homogenes Innere gegeniibersteht oder ob ein 
4 stetiger Anstieg der Konzentration von auBen nach innen besteht. 


Zur Aufklirung dieser Frage wurden zwei Knollen von Friih- 
i kartoffeln einer anderen Sorte als die vorher benutzten so in vier kon- 
A zentrische Schichten geteilt, daB die Schalen ungefahr 20 %, die anderen 
: Schichten je 25 bis 27% des Gewichts ausmachten. Die Zahlen der 
Tabelle II zeigen, daB offenbar nur die auBerste Schicht, die ein Fiinftel 











f bis ein Viertel der Knolle ausmacht, sich durch eine geringe Ascorbin- 
Be siurekonzentration abhebt, wahrend der gréBte Teil der Kartoffel eine 
4 sehr gleichmaBige Verteilung zeigt. 
| Tabelle II. 
ey oe: ; 1. Knolle 2. Knolle 
ee 77,58 81g 
te Ne ini ccd RE 28,0 mg Ascorbinsaéure 27,6 mg 
‘ NE ee 45,3 ,, (nach Infiltration ly aa 
ie OMENS 6's o'co bs be 50,9 ,, mit HPO.) 464 ,, 
ve aos Goeo eater 48,9 ,, ATA, 
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Zusammenfassend bleibt also die Beobachtung bestehen, daB die 
iuBersten Gewebspartien der Kartoffelknolle durch eine niedrigere 
Konzentration von Ascorbinséure, auf Frischgewicht bezogen, gekenn- 
zeichnet sind. Da diese Feststellungen nur auf Grund von Titrations- 
bestimmungen gewonnen worden sind, ware es interessant und _ not- 
wendig, sie durch Tierfiitterungsversuche nachzupriifen. 

Die von /jdo (5) im Gegensatz zu unseren Befunden ange inshiciias 
vollig gleichmaBige Verteilung der Ascorbinséure in der Kartoffel- 
knolle ist sicher als Ergebnis einer unzureichenden Methodik anzusehen, 
zumal der Autor selbst schreibt, daB die weite Streuung der Einzelwerte, 
aus welchen auf die Homogenitat geschlossen wird, wahrscheinlich auf 
eine wahrend der Analyse stattfindende Oxydation zuriickzufiihren ist. 


Literatur. 
1) M. F. Bracewell, F. Kidd, C. West u. S.S.Zilva, Biochem. J. 25, 
138, 1931. — 2) Krauss, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 68, 377, 1934. — 


3) K. Paech, ebenda (im Druck). — 4) M. Oliiver, J. Soe. Chem. Ind. 55, 
153 Transact. 1936. — 5) J. B.H.Jjdo, Landbouwkund. Tijdschr. 49, 646, 


1937: C. r. V Congr. Internat. techn. et chim. Ind. Agric. Schéveningue 1, 
127, 1937. — 6) A. Scheunert, J. Reschke u. E. Kohlemann, diese Zeitsebr. 
pit 261, 1936; 290, 313, 1937. — 7) K. Wachholder, ebenda 295, 237, 1938. 
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Uber Fibrinogenolyse 
unter dem Einflué hydrotroper Substanzen'. 


Von 


Liselotte Jiihling und Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1938.) 


I. Einleitung. 

Bereits einige friihere Mitteilungen aus diesem Institut befaBten 
sich mit dem Einflu8 hydrotroper Substanzen, insbesondere des Harn- 
stoffs, auf das Fibrinogen und die Blutgerinnung (Meissner und Wéhlisch, 
Diebold, Diebold und Jiihling). Es ergab sich dabei, daB Harnstoff in 
héheren Konzentrationen die Fahigkeit besitzt, Fibrinogen weitgehend 
vor der spontanen Denaturierung zu schiitzen (Meissner und Woéhlisch). 
Vor allem ist dies bei tiefen Temperaturen der Fall, so da8 Harnstoff 
unter diesen Bedingungen geradezu als Konservierungsmittel des 
Fibrinogens dienen kann (Diebold und Jihling). Nach Entfernung des 
Harnstoffs durch Dialyse hat man noch nach Monaten eine Fibrinogen- 
lésung mit vollstandig normalen Eigenschaften, die als Substrat fiir 
Gerinnungsversuche verwendet werden kann. 


Bei Untersuchung des Einflusses von Harnstoff auf Blutplasma 
machte Diebold die iiberraschende Beobachtung, da in diesem Falle 
keine Konservierung des Fibrinogens erfolgt, dieses vielmehr in einigen 
Tagen vollstandig zerst6ért wird; es ist nach Entfernung des Harnstoffs 
durch Dialyse weder durch Erwarmung des Plasmas auf 54°C, den 
Koagulationspunkt des normalen Fibrinogers, noch durch Halb- 
sittigung des Plasmas mit Kochsalz noch durch das Auftreten einer 
Gerinnung nach Zusatz von Thrombin nachweisbar. 


Die zur Aufklarung dieser interessanten Erscheinung wichtige 
Frage, ob der Harnstoff das Verschwinden der charakteristischen 
Fibrinogenreaktionen durch unmittelbare Einwirkung auf das Fibrinogen, 
etwa im Sinne der von Diebold und Jiihling untersuchten Denaturierungs- 
vorginge durch Hydrotropica, oder aber mittelbar, z. B. durch Akti- 
vierung eines fibrinogenolytischen Ferments, bewirkt, konnte in der 
Arbeit von Diebold, die aus auBeren Griinden vorzeitig abgeschlossen 
werden mute, noch nicht mit Sicherheit entschieden werden. Gegen 
die Annahme eines denaturierungsartigen Vorganges sprach, daB die 
durch héhere Harnstoffkonzentrationen unter geeigneten Bedingungen 


1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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auftretende Denaturierung des Fibrinogens stets ein Ausflocken des 
Denaturierungsproduktes nach Entfernung des Harnstoffs zur Folge 
hat, wahrend die im Plasma durch Harnstoff gebildeten Umwandlungs- 
produkte des Fibrinogens auch in Abwesenheit von Harnstoff léslich 
sind. Fiir eine mittelbare Einwirkung des Harnstoffs sprach die folgende 
Beobachtung von Diebold: Versetzt man ein Fibringerinnsel mit Plasma, 
in dem es bereits zum Verschwinden des Fibrinogens durch Harnstoff- 
einwirkung gekommen und dem nachtraglich der Harnstoff durch Dialyse 
wieder entzogen worden war, so wird das Gerinnsel bald aufgelést, 
wahrend gewohnliches Oxalatplasma den Vorgang der Fibrinauflésung, 
die sogenannte Fibrinolyse, hemmt. Jedoch konnten sichere Schliisse 
auf den Wirkungsmechanismus der Fibrinogenzerstérung durch Harn- 
stoff aus diesem nicht ganz eindeutigen Versuch selbstverstandlich 
nicht gezogen werden. Die vorliegende Untersuchung strebt eine weitere 
Aufklarung dieses eigenartigen, méglicherweise auch fiir die Pathologie 
der Blutgerinnung bedeutungsvollen Vorganges an. 


Il. Experimenteller Teil. 


Diebold hatte in seinen Versuchen iiber Fibrinogenzerstérung durch 
Harnstoff stets unter ganz bestimmten Versuchsbedingungen gearbeitet : 
Alle Versuche waren bei einem Harnstoffgehalt des Plasmas von 23% 
und bei der Temperatur von 4° C im Eisschrank angestellt. Wir haben 
in einer gréBeren Anzahl von Versuchen die Versuchsbedingungen in 
mannigfacher Weise variiert. Es zeigte sich dabei, daB eine Fibrinogen- 
zerstérung — diese sei im folgenden stets als Fibrinogenolyse bezeichnet — 
nicht mehr nachweisbar ist, wenn die angewendete Harnstoffkonzentration 
kleiner ist als etwa 15°. Mit steigender Harnstoffkonzentration steigt 
die Geschwindigkeit der Fibrinogenolyse. Bei Anwendung von 40% 
Harnstoff ist kein Fibrinogen mehr nachweisbar, wenn der Harnstoff 
nach nur zweistiindiger Einwirkung durch Dialyse aus dem Plasma 
wieder entfernt wird. Unter sonst gleichen Umstanden vergeht um so 
langere Zeit bis zum volligen Verschwinden der Fibrinogenreaktionen, 
je héher die Fibrinogenkonzentration im Plasma ist, wie aus Versuchen 
hervorgeht, in denen der Fibrinogengehalt von Plasmen durch Zusatz 
von Fibrinogen in Substanz kiinstlich erhéht wurde. 

Der fibrinogenolytische EinfluB des Harnstoffs konnte in gleicher 
Weise in Oxalatplasmen von Rind, Pferd und Schwein beobachtet werden. 
Er findet sich auch in Plasmen, denen durch Dialyse gegen 0,9 °,ige 
Kochsalzlésung alle Plasmasalze mit Ausnahme des NaCl weitgehend 
entzogen worden sind. 

Weiterhin konnten wir feststellen, daB die Fibrinogenolyse im 
Plasma nicht nur durch Harnstoff, sondern auch durch andere Sub- 
stanzen, insbesondere anscheinend die Hydrotropica ausgelést werden 
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kann. Gleichartig mit Harnstoff wirken nach unseren bisherigen Er 
fahrungen Natriumhippurat, Natriumbenzoat, Natriumsalicylat und das 
nicht zu den eigentlichen Hydrotropica gerechnete Kaliumrhodanid. 

Kine gréBere Anzahl von Versuchen widmeten wir der einstweilen 
volistandig unaufgeklarten Frage des unterschiedlichen Verhaltens von 
Fibrinogenlésungen und Plasmen gegeniiber der Einwirkung der Hydro- 
tropica. Naheliegend war hier die Arbeitshypothese, daB in den Fibri- 
nogenlésungen ein im Plasma vorhandener Stoff fehlt, der durch die 
Hydrotropica in irgendeiner Weise zur Fibrinogenolyse veranlaBt wird. 
Nimmt man an, da es sich dabei um eine Fermentwirkung handelt, 
so wiirde man von der Bildung einer Fibrinogenase aus einer unwirk- 
samen Vorstufe des Plasmas durch die aktivierende Wirkung der 
Hydrotropica zu sprechen haben. Wie man sich den Aktivierungs- 
vorgang vorstellt, ob man also z. B. an eine Beseitigung von Hemmungs- 
kérpern oder etwas anderes denkt, ist dabei zunachst vdllig gleich- 
giltig. In der Tat hat sich uns einstweilen, wie hier im voraus bemerkt 
sei, die Arbeitshypothese der Bildung einer Fibrinogenase durch den 
Einflu8 der Hydrotropica durchaus bewahrt. Nun wurden die in den 
oben erwahnten Arbeiten aus unserem Institut tiber die Wirkung der 
Hydrotropica verwendeten Fibrinogenlésungen, in denen, im Gegensatz 
zum Plasma, keine Fibrinogenolyse durch Harnstoff eintritt, grund- 
sitzlich aus Oxalatplasmen hergestellt, die zur Entfernung des Pro- 
thrombins nach dem bekannten Verfahren von Bordet eine halbe Stunde 
lang mit einem Zusatz von 6% tertiaren Calciumphosphats ausgeschiittelt 
waren. Da im Sinne unserer Arbeitshypothese hierbei méglicherweise 
zugleich mit dem Prothrombin auch die unwirksame Vorstufe der 
Fibrinogenase entfernt werden konnte, untersuchten wir das Verhalten 
von Fibrinogenlésungen, deren Fibrinogen ohne vorherige Ausschiitte- 
lung des Plasmas durch einfache einmalige Ausfallung mit Kochsalz 
gewennen worden war. Tatsachlich zeigten derartige Fibrinogenlésungen 
gegeniiber Harnstoff das fiir Plasma charakteristische Verschwinden 
des Fibrinogens. Dagegen gelang es uns nicht, nun umgekehrt das 
Plasma selbst durch Ausschiitteln mit Calciumphosphat resistent 
gegeniiber der fibrinogenolytischen Einwirkung des Harnstoffzusatzes 
zu machen. Es kommt hierbei anscheinend nur zu einer Verlangsamung, 
nicht aber zu einer vélligen Aufhebung der Fibrinogenolyse im Plasma. 
Nach unsern bisherigen Erfahrungen hat es also den Anschein, als ob 
es der vereinten Wirkung der Ausschiittelung mit Calciumphosphat 
und nachfolgender Ausfallung des Fibrinogens mit Kochsalz bediirfe, 
um das Fibrinogen von der Vorstufe des im Plasma angenommenen 
fibrinogenolytischen Prinzips zu befreien. 

DaB wirklich ein derartiges, durch Harnstoff in irgendeiner Weise 
aktivierbares Agens im Plasma angenommen werden mu, die Fibri- 











Er 
das 
nid. 
ilen 
von 
lro- 
bri- 
die 
ird. 
elt, 
irk- 
der 
igs- 
igs- 
ich- 
rkt 
den 
Jen 
der 
atz 
nd- 
'TO- 
ide 
elt 
ise 
ler 
ten 
te- 
alz 
ren, 
len 
las 
nt 
LES 


ise 
ri- 








Fibrinogenolyse unter dem Einflu8 hydrotroper Substanzen. 315 


nogenolyse also nicht auf einer unmittelbaren Beeinflussung des Fibri- 
nogens durch den Harnstoff beruht, laBt sich folgendermaben zeigen: 
Plasma, in dem es durch langere Einwirkung von Harnstoff zu einem 
vollstandigen Schwinden des Fibrinogens gekommen war, wurde durch 
Dialyse gegen 0,9°%,ige Kochsalzlésung von Harnstoff befreit. Dieses 
fibrinogen- und harnstofffreie Plasma besitzt nun fibrinogenolytische 
Kigenschaften, da es bei Vermischung mit einer Fibrinogenlésung deren 
Fibrinogen zum Schwinden bringt. Dieser Effekt ist unabhangig davon, 
ob die Fibrinogenlésung aus einem mit Calciumphosphat ausgeschiittelten 
oder nicht ausgeschiittelten Plasma stammt. Das fibrinogenolytische 
Plasma kann seine fibrinogenzerstérende Wirkung jedoch nur in 
Fibrinogenlésungen, nicht in fibrinogenhaltigen Normalplasmen ent- 
falten. Anscheinend enthalten die letzteren gegen die Fibrinogenase 
gerichtete Hemmungskérper. Diese werden offenbar durch den Harn- 
stoff unwirksam gemacht, da es sonst ja nicht in harnstoffhaltigen 
Plasmen zur Fibrinogenolyse kommen kénnte. Die Beseitigung der 
Hemmungskorper ist ferner offenbar ein irreversibler Vorgang, da sonst 
das durch Harnstoff aktivierte Plasma nach Entfernung des Harnstoffs 
keine fibrinogenolytische Wirkung gegeniiber einer Fibrinogenlésung 
entfalten kénnte. Die Vermutung ist naheliegend, daB der ganze Vorgang 
der Aktivierung der Fibrinogenase in nichts anderem besteht, als in dieser 
Beseitigung der Hemmungskér per. 

Das unterschiedliche Verhalten von Fibrinogenlésungen und 
Plasmen gegeniiber der Fibrinogenase erinnert an die Unterschiede 
von Fibrinogenlésungen und Plasmen gegeniiber der  fibrinogen- 
zerstorenden Wirkung des Papains: auch in diesem Falle kann das 
Fibrinogen im Plasma — im Gegensatz zu seiner leichten Zerstérbarkeit 
in Fibrinogenlésungen nur durch einen groBen Uberschu8 von 
Papain zum Verschwinden gebracht werden. Wir erhoben diesen bisher 
nicht veréffentlichten Befund gelegentlich unserer Untersuchungen 
iiber die Beziehungen des Thrombins zum Papain [Wdohlisch und 
Jiihling (1)}. 


Nach den Beobachtungen von Diebold vermag die durch Harnstoff 
aktivierte Plasmafibrinogenase auch Fibrinflocken aufzulésen. Wir 
konnten diesen Befund bestatigen und dariiber hinaus feststellen, daB 
die Auflésung ausbleibt, wenn das Fibrin zuvor 30 Minuten auf 80°C 
erhitzt wurde. Dies steht in Ubereinstimmung mit der bekannten Tat- 
sache, daB Fibrin durch Erhitzen gegen den Angriff von Sauren und 
proteolytischen Fermenten sehr resistent gemacht werden kann. 


Die im Plasma nachweisbare Vorstufe der Fibrinogenase ist im 


Serum anscheinend nicht vorhanden, wie schon aus Untersuchungen von 
Diebold hervorgeht, der bei der Vermischung von harnstoffhaltigem 
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Serum mit harnstoffhaltiger Fibrinogenlésung keine Fibrinogenolys: 
nachweisen konnte. Wir erhielten bei der Wiederholung dieses Versuchs 
die gleichen Ergebnisse. Ebensowenig wie in einem Serum kann die 
Fibrinogenase in einem Plasma, dem durch Halbsattigung mit Kochsalz 
das Fibrinogen entzogen worden war, durch Zusatz von Harnstoff 
aktiviert werden. Diese Befunde sprechen fiir eine Koppelung zwischen 
Fibrinogen und der Vorstufe der Fibrinogenase. Sie machen die oben 
erwahnte Tatsache verstandlich, daB sich auch in Fibrinogenlésungen. 
die aus nicht mit Calciumphosphat ausgeschiitteltem Plasma hergestellt 
wurden, durch Harnstoff eine Fibrinogenolyse erzeugen laBt, da in diesem 
Falle offenbar bei der Kochsalzfallung die Vorstufe der Fibrinogenase 
zusammen mit dem Fibrinogen dem Plasma entzogen wird und auch 
bei der Wiederauflésung des Fibrinogens zugleich mit diesem in Lésung 
geht. Endlich gelingt; wie zu erwarten, auch der folgende Versuch: 
Fibrinogen, das durch Halbsattigung mit Kochsalz aus einem nicht 
ausgeschiittelten Plasma entfernt und diesem sodann wieder zugesetzt 
war, verschwindet, wenn man diesem sozusagen resynthetisierten 
Plasma Harnstoff zugibt. Diesen Versuch hatte ebenfalls bereits 
Diebold, jedoch mit negativem Ergebnis, angestellt. 

Wie wir bereits in einer Untersuchung iiber die elastischen Eigen- 
schaften des Fibrinogens und anderer Sole feststellten [Wéhlisch und 
Jiihling (2)|, ist Fibrinogen gegen Ansaduerung seiner Lésungen viel 
weniger empfindlich als gegen Alkalisierung. Ob das Schwinden der 
Fibrinogenreaktionen in alkalischer Lésung direkt durch die Alkali- 
sierung oder indirekt durch die Bildung einer Fibrinogenase zustande 
kommt, bedarf noch weiterer Priifung. Endlich méchten wir in diesem 
Zusammenhang eine, méglicherweise wichtige Einzelbeobachtung nicht 
unerwahnt lassen, die fiir die Méglichkeit einer spontanen Bildung einer 
Fibrinogenase spricht: Eine aus einem nicht ‘durch Ausschiitteln mit 
Caleiumphosphat vorbehandelten Plasma _hergestellte Fibrinogen- 
lésung hatte bei etwa neuntagigem Stehen im Eisschrank die Fahigkeit 
verloren, mit Thrombin zu gerinnen und wurde auch beim Kochen nicht 
koaguliert. Dagegen entstand sowohl bei Halbsattigung mit Kochsalz 
wie auch mit Ammonsulfat eine Fallung. Diese spontan umgewandelte 
Fibrinogenlésung bewies gegeniiber Normalplasma und _ normalen 
Fibrinogenlésungen fibrinogenolytische Eigenschaften, da es schon 
nach eintaégigem Aufenthalt der Gemische im Eisschrank zu einem 
Schwinden der Thrombingerinnbarkeit und der Hitzekoagulierbarkeit 
beim Kochen kam. Dagegen entstanden Fallungen bei Halbsattigung 
mit Kochsalz und Ammonsulfat. Die Kontrollansitze ohne Zusatz 
der spontan umgewandelten Fibrinogenlésung gerannen in normaler 
Weise mit Thrombin und flockten beim Erwarmen auf 56°C. Die 
Versuche, in denen Plasma mit der spontan umgewandelten Fibrinogen- 
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lésung versetzt worden war, zeigten noeh eine weitere Eigentiimlichkeit 
beim Erhitzen: Sie blieben zwar, wie erwahnt, beim Kochen diinn- 
fliissig, wurden aber beim Abkiihlen dickfliissig und gallertig, beim 
Wiedererwaérmen wiederum diinnfliissig usf. 

Eine der wichtigsten, noch ganzlich unaufgeklarten Fragen unseres 
Arbeitsprogramms ist die der Beziehungen der durch Hydrotropica 
aktivierbaren Fibrinogenase zu dem lange bekannten Fibrinolysin, das 
die in den meisten Fallen friiher oder spaiter zu beobachtende Wieder- 
auflésung des bei der Blutgerinnung gebildeten Fibrins besorgt. Es 
seien in diesem Zusammenhang noch kurz die Ergebnisse einiger in 
diesem Sinne angestellter Versuche iiber Fibrinolyse mitgeteilt. 


Zur Untersuchung gelangten Fibrine verschiedener Entstehungsart 
aus Rinder-, Schweine- und Pferdeblut. Es ergab sich dabei zunichst 
eine offenbare Sonderstellung des Rinderfibrins, insofern wir bisher 
niemals eine Fibrinolyse dieser Fibrinart nachweisen konnten. Ein 
durch Einwirkung von gereinigtem Rinderthrombin (Darstellung nach 
dem Kombinationsverfahren von Bleibtreu) auf Rinderfibrinogen- 
lésung gebildetes Fibrin lést sich weder spontan, noch wenn man die 
ausgepreBte Gallerte in physiologische Kochsalzlésung, Rinder-, Pferde- 
oder Schweinefibrinogenlésung iiberfiihrt. Ebensowenig lést sich ein 
durch Rekalzifizierung von Rinderoxalatplasma gebildetes Fibrin. Es 
ist dabei gleichgiiltig, ob man das Oxalat vor der Rekalzifizierung 
entfernt oder nicht. Endlich zeigte auch ein durch Zugabe von Rinder- 
thrombin zu Rinderoxalatplasma gewonnenes Fibrin keine Fibrinolyse. 


Die durch Einwirkung von Rinderthrombin auf Lésungen von 
Pferde- oder Schweinefibrinogen gewonnenen Fibrine unterlagen stets 
der Fibrinolyse. Wir hatten dabei den Eindruck, daB die Fibrinolyse 
schneller verlauft, wenn das Gerinnsel in eine Fibrinogenlésung anstatt 
in physiologische Kochsalzlésung verbracht wurde. 


Uberla&t man Schweinefibrin in einer Lésung von Schweine- oder 
Pferdefibrinogen der Fibrinolyse, so ist die Lésung nach Beendigung 
der Auflésung durch Thrombinzusatz nicht mehr zur Gerinnung zu 
bringen und ihre Koagulationstemperatur liegt anstatt bei 54°C bei 
57 bis 59° C. Sie verhalt sich ebenso, als wenn die Fibrinolyse in physio- 
logischer Kochsalzlésung vor sich gegangen ware. Es kommt also in 
den Fibrinogenlésungen offenbar unter dem Einflu8B des dem Schweine- 
fibrin anhaftenden Fibrinolysins auBer zur Fibrinolyse auch zu einer 
vollstandigen Fibrinogenolyse! Dieser Befund ist wichtig fiir das weitere 
Studium der noch immer nicht mit Sicherheit entschiedenen Frage, ob 
bei der Gerinnung des Fibrinogens durch Thrombin eine tiefgreifende, 
mit Molekiilverkleinerung verbundene Spaltung des Fibrinogens erfolgt, 
wie dies z. B. Mellanby annimmt, oder ob es sich um einen weniger 
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eingreifenden, etwa denaturierungsartigen Vorgang handelt, wie dies 
der eine von uns als Arbeitshypothese angenommen hat [sieh 
z.B. Wohlisch und Jiihling (1). Fibrinolyse und _ Fibrinogenolyse 
spielen bei allen Versuchen zur Entscheidung dieser Frage die Rolle 
einer sehr gefahrlichen Fehlerquelle, und alle bisherigen Angaben iiber 
eine tiefgreifende Spaltung des Fibrinogens durch das Thrombin miissen 
daher unseres Erachtens mit gréBter Vorsicht aufgenommen werden. 


Erhielten wir mit Rinder- und Schweinefibrin eindeutige und von- 
einander verschiedene Ergebnisse, so fielen unsere bisherigen Versuche 
mit Pferdefibrin sehr wechselnd aus. In einem Falle kam es — ent- 
sprechend den Versuchen mit Schweinefibrin — in einer Lésung von 
Pferdefibrinogen, in die eine Pferdefibrinflocke verbracht worden war, 
zugleich mit der Fibrinolyse auch zu einer vollstandigen Fibrinogenolyse. 
Meist jedoch kam es nicht zu einem restlosen Schwinden des Fibrinogens, 
wohl aber zeigte die Fibrinogenlésung nachher eine verzégerte Ge- 
rinnung mit Thrombin. 

Die vorstehend geschilderten Befunde fihren zu einer Fiille hier 
nur teilweise angedeuteter, die Physiologie und Pathologie der Blut- 
gerinnung betreffender Fragestellungen, die wir weiter zu bearbeiten 
gedenken. Wir hoffen bald Naheres tiber die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen mitteilen zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


Die von Diebold gefundene, durch Zusatz von Harnstoff zu Blut- 
plasma bewirkte Zerstérung des Fibrinogens kommt nicht zustande. 
wenn die Harnstoffkonzentration kleiner ist als etwa 15°. Die Fibri- 
nogenolyse kann im Plasma von Rind, Pferd und Schwein erzielt werden, 
und zwar auBer durch Harnstoff auch durch eimige andere Hydrotropica 
und durch Kaliumrhodanid. Diese Fibrinogenolyse tritt auch in Fibri- 
nogenlésungen ein, wenn das als Ausgangsmaterial dienende Plasma 
vor der Ausfallung des Fibrinogens durch Kochsalz nicht mit tertiarem 
Calciumphosphat ausgeschiittelt wird. 

Die Fibrinogenolyse durch Harnstoff kommt wahrscheinlich durch 
die Wirkung eines fibrinogenzerstérenden Ferments, einer Fibrinogenase, 
zustande, die aus einer unwirksamen Vorstufe durch den EinfluB des 
Harnstoffs in den aktiven Zustand versetzt wird. Plasma enthalt 
Stoffe, welche die Wirkung der Fibrinogenase hemmen. Der Akti- 
vierungsvorgang besteht vielleicht in einer Beseitigung der Hemmungs- 
kérper durch den Harnstoff. Das Ferment vermag aufer Fibrinogen 
auch Fibrin zu zerstéren, jedoch nicht, wenn letzteres auf 80° C erhitzt 
wurde. Die durch Harnstoff aktivierbare Vorstufe der Fibrinogenase 
ist im Serum nicht nachweisbar. 
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Zur Klarung der Beziehungen zwischen Fibrinogenolyse und 
Fibrinolyse angestellte Versuche lieBen ein unterschiedliches Verhalten 
des Rinder-, Schweine- und Pferdefibrins erkennen. Rinderfibrine 
verschiedener Herkunft verfielen niemals der Fibrinolyse, Schweine- 
und Pferdefibrin taten dies stets. Das Fibrinolysin des Schweinefibrins 
hat auch eine fibrinogenolytische Wirkung, das des Pferdefibrins nur 
bisweilen und nur in schwacherem MaBe. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung 
auf organische, auch nicht ionisierte Substanzen'. 
XIV. Mitteilung?: 

Uber den Einflu8 verschiedener Kationen. 


Von J. R. Katz ¢, J. Seiberlich und A. Weidinger. 
(Eingegangen am 8. Juli 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung und Problemstellung. 


In den ersten zwélf Abhandlungen dieser Reihe* haben wir es 
vermieden, auBer den Natriumsalzen andere Kationen zu _ unseren 
Untersuchungen zu verwenden und zwar deshalb, weil wir glaubten, 
da Komplikationen durch den an die Kartoffelstarke veresterten 
Phosphorsaurerest auftreten kénnten. Wie wir bereits in unserer 
XIII. Abhandlung beschrieben haben, haben wir bei Versuchen mit 
organischen Kationen gefunden, -da®8 keine nachweisbare Stérung durch 
die Phosphorsaure auftritt. In dieser Arbeit haben wir nun die an- 
organischen Kationen verglichen. 

Als Kationen wurden hierzu verwendet die einwertigen Ionen: 
Lithium, Kalium, Natrium; die zweiwertigen Ionen in zwei Gruppen: 
Beryllium, Magnesium, Calcium, Strontium, Barium; als dreiwertiges 
Ion Aluminium. Als Anionen wurden Rhodanide, Sulfate und Chloride 
gewahlt und ihr EinfluB auf die Verkleisterungstemperatur der Kar- 
toffelstarke untersucht. Die Untersuchungsmethode war die gleiche 
wie diejenige in den vorhergehenden Abhandlungen. 


2. Die Chloride der verschiedenen Metalle. 


In Abb. 1 ist die Einwirkung der Salze der im ersten Abschnitt 
angegebenen Reihen als Chloride dargestellt. Es ist klar aus dem 





Vs 


BeCle 


m8 8 3 





Verkleisterungstemperatur 


& 








Konzentration 
PTS Abb. 1. 
1 XIII. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 297, 412, 1938. 
2 Mitgeteilt von J. Seiberlich. — * 1. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 
257, 385, 1933. 
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Verlauf der Kurven zu erkennen, da die Chloride der Alkalimetalle 
viel weniger verquellend wirken als die aquimolaren Lésungen der 
Erdalkalien. Dabei verquellen Beryllium- und Magnesiumchlorid 
weniger stark als die Chloride des Calciums, Strontiums und Bariums. 
Anscheinend besteht folgender Zusammenhang: Je héher das Atom- 
gewicht, um so mehr verquellen aquimolare Lésungen. Die Chloride 
der Alkalimetalle zeigen sich, vielleicht mit Ausnahme des Natrium- 
chlorids, als bedeutend weniger aktiv. 


3. Die Sulfate der verschiedenen Metalle. 


Abb. 2 zeigt den Einflu8 dieser Metalle als Sulfate an. Kein 
einziges Salz dieser Reihe zeigt einen positiven, lyotropen, die Ver- 
kleisterungstemperatur herabsetzenden Effekt, sondern alle Sulfate 
setzen den Verkleisterungspunkt wesentlich herauf. Man sieht deut- 
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Abb. 2. 


lich, daB hier die Erdalkalisulfate (Be, Mg) einen starker hem- 
menden EinfluB auf die Starkeverquellung ausiiben als die unter- 
suchten Alkalisulfate. Leider sind die Sulfate des Calciums, Strontiums 
und Bariums zu wenig léslich, um fiir diese Untersuchung mit her- 
angezogen zu werden. 


4. Die Rhodanide der verschiedenen Metalle. 


Dagegen zeigt Abb. 3 den schon oft erwahnten und bekannten 
EinfluB dieser Salze als Rhodanide. Alle Salze, als Rhodanide unter- 
sucht, setzen die Verkleisterungstemperatur der Kartoffelstarke auBer- 
ordentlich stark herab. Diese besondere Wirkung der Rhodanide 
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wurde schon in der ersten Abhandlung dieser Reihe hervorgehoben 


und erklart. 





322 J. R. Katz t, J. Seiberlich u. A. Weidinger: Lyotrope Reihe usw. XIV. 





60 
¢ 
SEN 


56 


46 
YY 


42 


aur 


Verkleisterungstemper 


18 





T 


' 


Phodanitle 











16 


OOP BE A aa a a ee 


motlare Konzentration 


Abb. 3. 


24 











ben 


Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung 
auf organische, auch nicht ionisierte Substanzen'. 
XV. Mitteilung?: 
Uber den Einflu8 von organischen und anorganischen Siuren auf die 
Quellung der Stirke. 


Von 


J. R. Katz 7, J. Seiberlich und A. Weidinger. 
(Eingegangen am 8. Juli 1938.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In den bis jetzt vorliegenden Abhandlungen dieser Untersuchungs- 
reihe haben wir nur den EinfluB von Salzen auf die Verkleisterungs- 
temperatur der Kartoffelstarke untersucht. Dabei haben wir besonderen 
Wert auf die chemische Struktur der Anionen der jeweils verwen- 
deten Verbindung gelegt, um daraus eine GesetzmaBigkeit iiber ihre 
Wirksamkeit abzuleiten. 





In dieser Untersuchungsreihe wurde nun der EinfluB von anorgani- 
schen und organischen Saéuren auf die Quellbarkeit der Starke unter- 
sucht. Wir sind uns bewuBt, daB die Einwirkung von Saure auf die 
Starke nicht nur Quellungserscheinungen hervorruft, sondern dab 
dabei noch andere chemische Vorgainge nebenhergehen. Wir haben uns 
trotzdem in dieser Abhandlung nur auf die Untersuchung der Quell- 
wirkung der Sauren beschrankt. 


yee 


Anorganische Siuren. 
Folgende anorganische Sauren wurden untersucht : 
HNO,, HBr, HCl, H,PO,, H,SO,. 


Wie aus den Verkleisterungskurven der Abb. 1 zu ersehen ist, wirken 
diese Saéuren in verschiedener Weise. Salpetersiure und Bromwasser- 
stoffsiure setzen schon bei geringen Konzentrationen die Verkleisterungs- 
temperatur der Kartoffelstarke wesentlich herab. Wenn man diese Er- 
gebnisse mit der Abb. | unserer ersten Abhandlung?* vergieicht, so kann 
man eine gewisse Analogie zwischen der Wirkung der Natriumsalze 
dieser Séuren und der freien Sauren herauslesen. Weniger stark ver- 
kleisternd wirkt Salzsaure. Der Kurvenverlauf liegt ahnlich wie der 
des Chlornatriums aus den ersten Versuchen, wobei in beiden Fallen 
1 Siehe XIV. Abhandlung dieser Reihe, diese Zeitschr. 298, 320, 1938. 
2 Mitgeteilt von J. Seiberlich. 3 Diese Zeitschr. 257, 388, 1933. 
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in den geringeren Konzentrationen die Verkleisterungstemperatur 
voriibergehend heraufgesetzt wird. Phosphorsaéure verhalt sich ahnlich 
wie die Salzséure, aber ganz im Gegensatz zu der Wirkung des Natrium- 
salzes aus den friiheren Versuchen. Wahrend das Natriumsalz keinerlei 
Eigenschaften besitzt, welche die Verkleisterungstemperatur der 
Kartoffelstirke herabsetzen, zeigt die freie Phosphorsdure schon bei 
maBiger Konzentration eine Wirkung, welche der der Salzsdure gleich- 
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Abb. 1. 


kommt. Vielleicht mu dieses Verhalten mit einer nebenhergehenden 
chemischen Reaktion der Phosphorsaure erklirt werden. Ahnliche 
Verhaltnisse liegen auch beim Sulfat vor. Das Natriumsulfat zeigt 
keinerlei verkleisternde Eigenschaften an, wahrend die freie Schwefel- 
siure, abgesehen von einer die Verkleisterung hemmenden Wirkung 
bei niederer Konzentration, doch im weiteren Verlauf der Konzentra- 
tionserhéhung eine, wenn auch schwache, verkleisternde Tendenz zeigt. 


Organische Siuren. 


Folgende organische Saéuren wurden auf ihre Wirkung auf den 
Verkleisterungspunkt der Starke untersucht: Essigsiure, Monochlor- 
essigsaure, Dichloressigsiure und Trichloressigsiure, Thioglykolsaure, 
Weinsaure und Citronensaure. 


Die normale Essigséure zeigt nur eine langsame Abnahme des 
Verkleisterungspunktes bei zunehmender Konzentration an (Abb. 2). 
Sobald aber nacheinander Chloratome in der Methylgruppe substituiert 
werden, fallt die Verkleisterungstemperatur wesentlich herab und 
zwar in der Reihenfolge, in der die Chloratome in das Essigsiuremolekiil 
eingefiihrt werden. Vergleichen wir zu diesen Versuchen die Kurven der 
Abb. 6 der dritten Abhandlung!, so finden wir ganz analoge Verhaltnisse. 


1 Diese Zeitschr. 259, 80, 1933. 
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Das normale Natriumacetat wirkt kaum verquellend auf Starke, die 
Verkleisterungstemperatur fallt aber bei Einwirkung der Chlor- 
substitutionsprodukte stark herab. 
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Abb. 2. 


Thioglykolsdure zeigt ein ahnliches Verhalten wie ihr Natriumsalz!. 
Dagegen zeigt Weinsiure wie auch die Citronensiure auch bei hohen 
Konzentrationen nur eine sehr schwache verkleisternde Wirkung. 


1 Abb. 3 der II. Abhandlung, ebenda 257, 400, 1933. 














Versuch einer Trennung von Tyrosin, Thyroxin, 
3, 5-Dijodtyrosin und Tyrosin enthaltenden Peptiden. 
Von 
St. J. von Przylecki und R. Truszkowski. 
(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Universitat J. Pitsudski in 
Warschau.) 


(Eingegangen am 25, Juli 1938.) 


Es wurde beobachtet, daB die im Titel angegebenen Aminosauren 
sich voneinander durch ihre verschiedene Léslichkeit in Essigsiure und 
Buttersaure unterscheiden. Dies ergibt sich aus folgenden Versuchen. 

1. Je 0,1 g Glycyltyrosin, Leucyltyrosin, Tyrosylglycin, Tyrosin, 
3, 5-Dijodtyrosin und Thyroxin (Praparate von Roche oder Laokoon, 
Lemberg) wurden in 50 ccm wasserfreier Buttersiure suspendiert, stark 
geschiittelt und nach 24 Stunden abfiltriert. In keinem Falle konnte 
eine Léslichkeit der erwihnten Peptide nachgewiesen werden. Von 
den erwahnten Stoffen lésen sich alle mit Ausnahme von Tyrosin und 
Thyroxin, in Eisessig gut. 

2. Mischungen von 0,5g Tyrosin, 0,5g 3, 5-Dijodtyrosin, 0,1 g 
Thyroxin, 0,1 g Tryptophan und 0,5g Leucyltyrosin wurden mit 
100ccm Eisessig 2 Stunden geschiittelt und nach 24 Stunden filtriert. 
Der Riickstand wurde zweimal mit 40 ccm Essigsiure gewaschen. 
Die wasserigen Lésungen des Riickstandes gaben keine Tryptophan- 
reaktion, aber eine stark positive Kendallreaktion. 

Die in Eisessig gelésten Stoffe wurden mit Ather ausgefallt und der 
Niederschlag in H,O gelést. Er gab positive Tryptophan- und Kendall- 
reaktion. Tyrosin war nicht nachzuweisen. Die in Eisessig unlésliche 
Fraktion enthielt Tyrosin und Thyroxin. Nach der Entfernung der 
Essigsiure im Vakuum wurde das Pulver in n/10 HCl teilweise gelést 
(bei 0 bis 5°). Das Filtrat enthalt die ganze Tyrosinmenge, die Kendall- 
reaktion war sehr schwach. Der Riickstand enthalt nur Thyroxin 
(0,106 bis 0,108 g). 

Eine Mischung von 0,2 g Dijodtyrosin und 0,4 g Tyrosin wurde in 
100 cem Eisessig suspendiert und nach gutem Schiitteln filtriert. Der 
Riickstand betrug 0,388 g, mit 7,5°%, N; Jod negativ. Der in Eisessig 
geléste Stoff wurde mit Ather ausgefallt. Das getrocknete Pulver 
enthielt 3,18° N (berechnet auf 3, 5-Dijodtyrosin 3,23 °%). 

Ahnliche Versuche wurden mit einer Mischung aus 0,4 g Glykokoll, 
04g Leucin, 0,1 g Oxyprolin, 0,2 g Glutaminsaiure, 0,1 g Arginin, 
0,2 g Dijodtyrosin und 0,4 g Tyrosin ausgefiihrt. Die ganze Dijod- 
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tyrosinmenge wurde in den Essigsiure- und Buttersiureausziigen ge- 
funden. Das Tyrosin blieb im Riickstand. Das zugesetzte Thyroxin 
verhielt sich ganz wie das Tyrosin. 

Zur Trennung des Tyrosins von seinen Derivaten kann also der 
folgende Weg vorgeschlagen werden: 


Mischung -+- Buttersaure 


Filtrat Riickstand +- Eisessig 
Filtrat Niedersch lag 
Dijodtyrosin, Peptide, die Tyrosin Thyroxin + Tyrosin 
oder Thyroxin enthalten. +n/10 HCl 
(Nach der Hydrolyse mit Enzymen x Na 
wird freies Tyrosin ausgefallt.) Filtrat Niederschlag 
Tyrosin Thyroxin. 











Uber die Léslichkeit verschiedener Aminosauren 
in Essig- und Buttersiure. 
Von 
St. J. v. Praylecki und K. Kasprzyk-Czaykowska!. 
(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Universitat J. Pilsudski in 
Warschau.) 


(Eingegangen am 25, Juli 1938.) 


In Versuchen mit Hydrolysaten aus Gelatine wurde festgestellt, 
daB das Prolin vollstandig in die Buttersaiurefraktion iibergeht. Wir 
haben daher die Léslichkeit der reinen Aminosauren in Essigsiure und 
Buttersiure nachgepriift, wobei besonders auch das Verhalten der von 
uns friiher nicht untersuchten Aminosauren, wie Valin, Methionin und 
Tryptophan, aufgeklart werden sollte. 


Zu den Versuchen wurde 99- bis 100 Y%ige Essigsiure und chemisch reine 
(pro Analysis Merck) Buttersiure verwendet. Die angewandten Aminosauren 
waren chemisch reine Priparate ,,Roche‘‘. Die Versuche wurden folgender- 
maBen ausgefiihrt: Zu 50 cem Essig- bzw. Butterséure wurde die Amino- 
siéure in Pulverform im Uberschu8 zugesetzt, 1'/, Stunden geschiittelt, 
dann 24 Stunden stehengelassen. Dann wurden die Proben durch trockene 
harte Filter filtriert und in einer abgemessenen Menge des Filtrats (10 bzw. 
20 cem) nach dem Abdestillieren der Séure im Vakuum die Stickstoffmenge 
nach der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt, woraus die in Lésung gegangene 
Menge der Aminosaéure errechnet wurde. Die Temperatur, bei der die 
Léslichkeit gepriift wurde, war 18°C. In einer Kontrollprobe wurde die 
Reinheit der angewandten Reagenzien bestimmt. 


Tabelle I. 





i 


In 100 cem léslich 





Aminoséure 
Essigsiure in g Buttersiure in g 

PE. hee Coa ideas kaleo sehr gut léslich 
Co TES DRS IR GN ao 1,67 0,006 
PUNE. 8555 SANG sehr gut 0,075 
I Gir eS. wea vk ees pas oe 0,056 
SS AA ORES eine try eae 0,088 0 
A a ara RDC Be Ure ap 1,75 Spuren 
TEPID 605 sane seep ieee 0,85 0,053 
RI eile a ee ead weet sehr gut 0,024 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, ist die Léslichkeit der gepriiften 
Aminosauren Prolin, Oxyprolin, Methionin und Phenylalanin in Essig- 
siure sehr groB. Das Serin ist nur sehr wenig léslich. Tryptophan lést 


! Siehe die Arbeit derselbeun Autoren in dieser Zeitschr. 289, 243, 1937. 
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sich besser als Serin, doch nicht so gut wie die anderen erwahnten 
Aminosduren. In Buttersiure ist das reine Prolin ,,Roche‘‘ in groBen 
Mengen léslich, ganz wie dasjenige aus Gelatine. Auch Phenylalanin 
und Valin lésen sich in nachweisbaren Mengen in Butterséure (75 und 
56mg in 100 ccm), ebenso das Tryptophan. Leucin ist nur wenig 
léslich, Serin und Methionin sind unléslich. Es muB bemerkt werden, 
daB die Léslichkeit sehr stark von der Reinheit und Bereitungsart der 
Aminosaurepriparate und von der Reinheit der als Lésungsmittel 
gebrauchten Sauren abhangig ist. In technischer Buttersdure ist die 
Léslichkeit der Aminosauren viel gréBer als in chemisch reiner. 

Unter Beriicksichtigung der korrigierten Zahlen fiir die Léslichkeit 
der einzelnen Aminoséuren werden sich die Aminosaiuren auf die ein- 
zelnen Saurefraktionen folgendermaBen verteilen: 


Buttersaéurefraktion. 


Arginin, Histidin, Ly- | 


sin, Prolin und teilweise 


Phenylalanin, Valin, | 


Tryptophan und Leu- 


Essigsaurefraktion. 
Glyein, Alanin, Oxy- 


prolin, Phenylalanin, | 
Valin, Leucin, Methio- | 
ce ae 

nin, Tryptophan, Serin 


Essigséureniederschlag. 
Asparaginsaure, Gluta- 
minsaure, Cystin, Tyro- 
sin, Thyroxin und Serin, 
wenn in groBen Mengen 





cin. nur dann vollstandig, vorhanden. 
wenn in kleinen Mengen | 
vorhanden, Dijodtyro- | 
sin, Asparagin und Glu- 
tamin. 














Untersuchungen iiber die Wirkung der £-Strahlen 
des Radiums auf einige organische Siuren, insbesondere 
auf die Maleinsaure. 

Von 


B. Lustig und H. Wachtel (Krakau), 


(Aus der Krankenanstalt Pearsonstiftung in Wien und dem Radium. 
institut in Krakau.) 


(Eingegangen am 26, Juli 1938.) 


Die tiefgreifenden Wirkungen, welche Radiumbestrahlungen auf 
biologische Vorgainge ausiiben, sind hauptsichlich anatomisch unter- 
sucht worden. Es liegen aber auch zahlreiche Untersuchungen von der 
biochemischen Seite vor. Bereits die ersten orientierenden Ergebnisse 
zeigten, daB wir es dabei mit ganz eigenartigen Wirkungen zu tun 
haben, welche auch praktisch wichtige Kenntnisse zu liefern versprechen. 
Beim Studium der Wirkungen der f>Strahlen ist besonders hervorzuheben, 
daB wires dabei mit reiner Elektronenwirkung zu tun haben und nach den 
bisherigen Forschungsresultaten kann wahrscheinlich fast die Gesamt- 
heit der mit Radiumstrahlen erzielbaren biochemischen Veranderungen 
auf die Wirkung der in den bestrahlten Geweben zur Wirksamkeit 
gelangenden Elektronen zuriickgefiihrt werden. 

Von den bisher bekannt gewordenen Befunden erscheint sehr merk- 
wiirdig die Feststellung von Bickel (1), daB das Casein nach Bestrahlung 
mit Mesothorium im intermediaren Stoffwechsel andere Auswirkungen 
zeitigt, wie unbestrahltes Casein (Veranderungen des C : N- und Oxydations- 
quotienten im Harn). Verfiitterung von Casein mit bestrahltem Cystin 
ergab eine bessere energetische Ausnutzung als Verfiitterung von Casein 
mit der unbestrahlten Aminosiure | Bickel und Schaake (2)]. Bassenge (3) 
fand eine Verainderung der ernéhrungsphysiologischen Wirkung der Eiweil- 
stoffe des Weizenkornes nach vorhergehender Bestrahlung mit -Strahlen. 
Im Embryonalsaft wurden nach Radiumbestrahlung starke Anderungen 
des Sulfhydrylgehalts festgestellt (4). Die glykolytischen Prozesse neo- 
plastischer Gewebe werden durch Radiumbestrahlung stark gehemmt (5). 

Auch einfachere organische Stoffe erfahren unter Radiumwirkung 
weitgehende Anderungen ihres biologischen Verhaltens. So fanden 
Flaszen und Wachtel (6), daB radiumbestrahlte Maleinséure das Angehen 
von Impfearcinomen und Impfsarkomen der Maus hemmt, wahrend 
sie unbestrahIt die Wachstumsverhiltnisse dieser Tumoren nicht andert. 


Wir haben eine Reihe organischer Saéuren der Wirkung der f-Strahlen 
des Radiums ausgesetzt und die eventuell erfolgte Anderung der bio- 
chemischen Eigenschaften der Substanzen mit Hilfe der Reak- 
tionen von Freund und Kaminer teilweise auch im Tierversuch am 
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Ehrlichschen Mausecarcinom gepriift. Das Verhalten der unbestrahlten 
organischen Sauren bei den cytolytischen Reaktionen von Freund und 
Kaminer wurde von uns bereits mitgeteilt [Lustig und Wachtel (7)}. 
Unsere auf diesem Wege erhaltenen Ergebnisse geben hier auch Anhalts- 
punkte fiir die Beurteilung der Wirksamkeit der bestrahlten Substanzen 
auf das Carcinom, was fiir die Kenntnis der Vorginge bei der thera- 
peutischen Anwendung der radioaktiven Substanzen von Wert sein 
kénnte. 

Die untersuchten Substanzen wurden in | %iger atherischer Lésung 
(Ather pro anal. Merck) bestrahlt, um eine gleichzeitige Einwirkung der 
Strahlen auf das Wasser im Versuch zu vermeiden. In die 1 °jigen 
Lésungen der Substanzen wurden Radiumapplikatoren von einem Gesamtin- 
halt von 100 mg Radiumelement, welche durch 0,5 mm Platin gefiltert worden 
waren, eingelegt und je 5cem Lésung auf diese Weise 24 Stunden lang 
bestrahlt. Bei dieser Bestrahlungsart kann die Wirkung der  y-Strahlen 
auf die Lésung praktisch vernachlassigt werden [Flaszen und Wachtel (6)}. 
Die Wirkung wird bei dieser Versuchsanordnung nur von den am starksten 
durchdringungsfahigen /-Strahlen des Radiums, welche etwa 0,09°, der 
gesamten /-Strahlung ausmachen, die von dem in den Applikatoren ent- 
haltenen Radium entsendet wird, hervorgerufen, sowie von den sehr reich- 
lichen sekundiren /-Strahlen, welche in der Platinwand der Applikatoren 
ihren Ursprung nehmen. Die bei diesen Versuchen wirkende Menge der 
$-Strahlung entsprach ungefihr derjenigen, welche von 4mg Radiumelement, 
welches nur durch eine diinne Glaswand gefiltert ist, ausgesendet wird. 
Wir haben auch in manchen Versuchen statt der gefilterten 100 mg Radium- 
element ein diinnwandiges Glasréhrchen mit einem eingeschmolzenen 
Inhalt von 4 mg Radiumelement verwendet und die gleichen Effekte nach 
24stiindiger Einwirkung erhalten. 

In unserem Bericht bezeichnen wir die mit Radium bestrahlten 
Substanzen als R-Substanzen, die unbestrahlten als N-Substanzen. 


1. Die R-Maleinsiure und R-Fumarsiure. 


Die Bestrahlung von in Wasser geléster Maleinséure mit §-Strahlen 
bewirkt nach Flaszen und Wachtel (6) folgende Verdinderungen: Die 
wasserigen Lésungen zeigten eine Verminderung der Aciditat der Lésung. 
Der Schmelzpunkt der Maleinsaure wurde erniedrigt. Das von der Malein- 
siure im cytolytischen Versuch nach Freund und Kaminer ausgeiibte 
Schutzvermégen fiir Carcinomzellen gegeniiber der Cytolyse durch das 
Normalserum geht nach der Bestrahlung verloren. Die Zugabe der 
bestrahlten Maleinsiure zum Impfstoff des Mausecarcinoms verhindert 
das Angehen der Impftumoren. 

Wir konnten die obigen Befunde auch nach Bestrahlung von in 
Ather geléster Maleinsaure bestatigen. Die R-Maleinsdure erwies sich 
als verhaltnismaBig bestindig und widerstandsfaihig. Im trockenen 
Zustande sowie in Ather gelést, konnte sie monatelang ohne merkbare 
Anderung ihrer Eigenschaften aufbewahrt werden. Die wasserigen 
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Lésungen sind weniger haltbar. Auch Lésungen von R-Maleinsiur 
in Benzol und Aceton sind haltbar, waihrend alkoholische Lésungen 
leicht verderben. 

Die R-Maleinsdure vertragt im trockenen Zustande ein Erhitzen 
auf 100°, ohne ihre Eigenschaften zu andern. Hingegen sind wasserige 
Lésungen der R-Maleinsaure fiir Hitze empfindlich. Sie verliert dabei 
einen Teil ihrer Eigenschaften, und zwar bewirkt ein 15 Minuten langes 
Erhitzen auf 100° in wasseriger Lésung ein Verschwinden der Fahigkeit 
bei Zugabe zum Impfmaterial des ELhrlichschen Mausecarcinoms, das 
Angehen der Tumoren zu verhindern. 

Wiasserige Lésungen von R-Maleinsdiure sind gegen Alkalien 
empfindlich. Bei langerem Stehenlassen der mit Natriumcarbonat 
alkalisierten wasserigen Lésung gehen die charakteristischen Eigen- 
schaften der R-Maleinsaure verloren. 

Einen Versuch, die chemischen Anderungen, welche die Malein- 
siure unter Radiumeinwirkung erfahrt, zu klaren, wurde bereits von 
A. Kailan (8) unternommen. Er hat wiasserige Maleinsiurelésungen 
sowohl mit glasgefiltertem Radium als auch mit Ultraviolettstrahlen 
(Quecksilberquarzlampe) bestrahlt. Kailan fand nach Radium- 
bestrahlung eine starke Verdinderung des Sauretiters und der Leit- 
fahigkeit der Lésung. Die Abnahme des Sauretiters wurde durch 
Titration mit Barytlauge mit Phenolphthalein als Indikator nach- 
gewiesen. Eine analoge Abnahme ‘war nach Ultraviolettbestrahlung 
nicht vorhanden. Die Abnahme des Aziditatsgrades der bestrahlten 
Maleinsdurelésungen wurde, wie bereits erwahnt, auch von Flaszen 
und Wachtel (6) gefunden und nach Ultraviolettstrahlenwirkung ver- 
miBt, wobei sie jedoch festgestellt haben, da das veranderte Verhalten 
der bestrahlten Maleinsiure im cytolytischen und im Tierversuch auch 
nach Ultraviolettbestrahlung vorhanden war, trotz Fehlens der chemisch 
nachweisbaren Anderungen. Kailan hat die Abnahme der Leitfahigkeit 
der bestrahlten Maleinsdiurelésungen auf die Umwandlung der Malein- 
siure in die isomere Fumarsaure zuriickgefiihrt. Eine derartige Um- 
wandlung nach Ultraviolettbestrahlung wurde auf Grund der mole- 
kularen Leitfahigkeit des erhaltenen Gemisches als einzig in Betracht 
kommend berechnet. Bei der radiumbestrahlten Lésung waren auf 
diesem Wege keine eindeutigen Befunde zu erhalten, so daB Kailan an- 
nahm, daB bei Radiumbestrahlung der Maleinséure noch Nebenreaktionen 
ablaufen, die er vermutungsweise als Bildung von Acrylsaéure, Sauer- 
stoffabspaltung aus der Saure und als Aldehyd- bzw. Aldehyd- 
siurebildung bezeichnete, ohne zu versuchen, diese Verainderungen 
irgendwie nachzuweisen. AuBerdem hat Kailan festgestellt, daB die 
bestrahlte Maleinséiure ein starkes Reduktionsvermégen gegenitiber 
ammoniakalischer Silberlésung zeigt. Bei der Uberpriifung dieser 
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letzten Angabe fanden wir, daB in wasseriger Lésung bestrahlte Malein- 
siure mit ammoniakalischer Silberlésung keine Reduktion ergab, ebenso 
ergab in Ather bestrahlte Maleinsiure, getrocknet und in Wasser gelést, 
weder in der Kalte noch beim Erwarmen eine Reduktion. Die Reduk- 
tionsfahigkeit bestrahlter wasseriger Lésungen der Maleinsaure erwies 
sich also als eine Nebenerscheinung, welche fiir die K-Maleinsaure 
nicht wesentlich ist. 

Bei unseren Versuchen fanden wir, daB Zugabe von R-Maleinsdure 
cu unbestrahlter Maleinsdure die Wirkung der normalen Maleinsdure bei 
der cytolytischen Reaktion verdndert, und zwar wird das Schutzvermégen 
fiir Carcinomzellen gegeniiber der Cytolyse durch ein Normalserum 
durch die Beigabe von R-Maleinséiure zur normalen Maleinsdure auf- 
gehoben. Falls bei der Radiumbestrahlung die wesentliche Verinderung 
der Maleinsaiure in ihrer Umwandlung in Fumarsaure bestehen wiirde, 
so miiBte die gleiche Erscheinung nach Zugabe von Fumarsaéure zu 
unbestrahlter Maleinséiure auftreten. Unsere Versuche zeigten aber, 
daB dies nicht der Fall war. Zugabe von Fumarsdure zu Maleinsdure hat 
das Verhalten der Maleinsdéure im cytolytischen Versuch nicht beeinfluft, 
ebenso wie die Zugabe von anderen zahlreichen organischen Sduren, 
Aldehyden und anderen als Spalt- oder Polymerisationsprodukte der 
Maleinsdure in Frage kommenden Substanzen {Lustig und Wachtel (7))}. 

Die Fumarsdure verhalt sich in cytolytischen Versuchen indifferent. 
Sie lést nicht und sie schiitzt nicht Carcinomzellen gegeniiber der 
Cytolyse durch Normalserum (Freund und Kaminer). Die in dtherischer 
Lésung bestrahlte Fumarsdure (R-Fumarsdure) zeigte die gleichen Eigen- 
schaften, wurde also durch B-Strahlen in dieser Hinsicht nicht verdndert. 
Hingegen zeigte es sich, dap die R-Fumarsdure, zur unbestrahlten Malein- 
siure zugegeben, sich dhnlich wie die R-Maleinsdure verhalt. (Auf- 
hebung des Schutzvermégens.) 

Es sei diesbeziiglich ein Versuchsprotokoll angefiihrt. Die Zahlen 
geben in Prozenten die Zahl der nach 24stiindigem Aufenthalt im Brut- 
schrank im cytolytischen Versuch nach Freund und Kaminer ungelést 
gebliebenen Carcinomzellen. 

0,2 cem 1 %ige N-Maleinsaure mit 0,5cem 1 °%iger N-Fumarsiéure 84% 
0,2 cem 1 %ige N-Maleinsaure mit 0,5 cem 1 %iger R-Fumarséure 52% 
0,2 cem 1 %ige R-Maleinsaure mit 0,5 cem 1 °&iger N-Fumarsaéure 62% 
0,2 cem 1 %ige R-Maleinsaéure mit 0,5 eem 1% iger R-Fumarsaure 65% 


N-Fumarsaure allein (Kontrolle) .................2-00eeeeee 54% 
R-Fumarsaure allein (Kontrolle) ................0000 eee eeee 57% 
we cierneaieriins Rs? Fo eS eed 6 AOC 53% 


Der Versuch zeigt, daB Zugabe von Fumarsadure zu Maleinsaure 
ihren Schutz fiir Carcinomzellen nicht andert, hingegen tritt dies bei 
Zugabe von R-Fumarsaure auf. Zugabe dieser beiden Stoffe zu R- 
Maleinsaure verandert nicht ihr cytolytisches Verhalten. 
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Unsere Versuche zeigen also, daB bei der 6-Bestrahlung sowohl de: 
Maleinsaure als auch der Fumarsaure eine Substanz gebildet wird, welch: 
beziiglich des Verhaltens im cytolytischen Versuch eine ,,Vergiftung’: de 
unbestrahlten Maleinsdure herbeifiihrt ( Beseitigung der Schutzwirkuny 
fiir Carcinomzellen) . 

Diese Eigenschaft ist, wie der folgende Versuch zeigt, bei der 
radiumbestrahlten Fumarsaure in starkem MaBe vorhanden. 


R-Fumarsaure mit der gleichen Menge von N-Maleinsaéure..... BT % 
R-Fumarsaure mit der doppelten Menge von N-Maleinsiéure.... 76° 
R-Fumarsaure mit der fiinffachen Menge von N-Maleinséure... 77°, 
TR GPEt Raa CORT ONIO) co 5c 5h ox bs ie adi Gos ok Ma cacelacorn 58 % 


Eine Erklarung der obigen Erscheinung konnte nur die Annahme 
bringen, daB die wirksame Substanz in der R-Fumarsdure aus der in der 
Fumarsdure mitenthaltenen Maleinsdure gebildet wird. Die Maleinsaure 
scheint bei der Bestrahlung durch B-Strahlen aus der Fumarsdure gebildet 

‘ 


zu werden. Einen Hinweis dafiir fanden wir in den Ergebnissen der 
cytolytischen Versuche. 


N-Fumarséure mit Carcinomzellen ............6....002 cece 16% 
R-Fumarséure mit Carcinomzellen ...........c0008.0ccecee 93% 
N-Fumarsaéure mit Normalserum und Carcinomzellen ........ 54%, 
R-Fumarséure mit Normalserum und Carcinomzellen ........ 67% 


Der Versuch zeigt, daB die R-Fumarsaure, Carcinomzellen zuge- 
setzt, deren geringen Zerfall, welcher bei Zusatz von unbestrahlter 
Fumarséure vor sich geht, hemmt. Es hat sich ein neuer Korper 
gebildet, welcher Carcinomzellen vor der Cytolyse schiitzt. Nun schiitzt 
bekanntlich die Maleinsiure die Carcinomzellen vor der Cytolyse. 
Die gebildeten Mengen von Maleinsaéure sind jedoch gering, da sie nicht 
geniigen, um im Versuch mit dem Normalserum die cytolytische Wirkung 
des Serums zu modifizieren. . 

‘ Zusammenfassend diirfte das Schutzvermégen der die normale 
Maleinsdure vergiftenden Substanz in der bestrahlten Fumarsaure in 
der Weise entstehen, daB durch die B-Strahlenwirkung aus der Fumar- 
sdure teilweise Maleinsdure gebildet wird, welche dann unter Strahlen- 
wirkung zu R-Maleinséure wmgewandelt wird, welche die Vergiftung 
herbeifiihrt. Die Annahme Kailans, daB bei der §-Strahlenwirkung 
auf Maleinsiure die Umwandlung der Maleinséure in Fumarsaure das 
Wesen der radiochemischen Anderung ausmacht, erscheint hingegen 
nach unseren weiteren Versuchen wenig plausibel. 

Der Schmelzpunkt der Maleinsdiure war in den Versuchen von 
Flaszen und Wachtel nach Bestrahlung der wasserigen Lésungen von 130° 
auf 126,5° erniedrigt. Wir haben die Bestimmung des Schmelzpunktes 
von in Ather bestrahlter Maleinséure durchgefiihrt, wovon ein Versuch 
angefiihrt sei. 
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N-Maleinsaure sintert bei 135,5°, beginnt zu schmelzen bei 138°, ge- 
schmolzen bei 138,2° (unkorr.). R-Maleinsaure sintert bei 135,5° (starker als 
die unbestrahlte), beginnt zu schmelzen bei 136,2°, geschmoizen bei 137° 
(unkorr.). 

Der Schmelzpunkt der R-Maleinséure im Verhaltnis zur Malein- 
saure war also um 0,5 bis 1,5° erniedrigt. Die R-Maleinsaure hat sich 
nach dem Erhitzen gelblich verfarbt. 

Die Erniedrigung des Schmelzpunktes diirfte durch Beimischung 
einer neu entstandenen Substanz hervorgerufen sein, worauf die folgenden 
Versuche hinweisen. 

Nach Fallung der Hauptmenge der unveranderten Maleinsaure 
mit Bleiacetat laBt sich der neu entstandene Koérper aus der Lésung 
ausscheiden. 

R-Maleinséure wurde in Wasser gelést, filtriert, mit Bleizucker im 
UberschuB gefallt und abgesaugt. Das Filtrat zeigte beim Stehen eine 
neue Fallung. Die Niederschlige und das Filtrat wurden mit Natrium- 
sulfat im UberschuB versetzt und filtriert und das Filtrat dreimal mit 
Ather ausgeschiittelt. Alle Fraktionen wurden im cytolytischen Versuch 
auf ihre Fahigkeit, Maleinsaiure zu vergiften, gepriift. Der Atherextrakt 
des Filtrats allein zeigte diese Eigenschaft ebenso wie die R-Maleinsaure, 
wobei seine Menge nur etwa ein Zehntel des Ausgangsmaterials war. 
Es wurde nach Abdampfen des Athers der Schmelzpunkt der erhaltenen, 
kristallinisch aussehenden Substanz gepriift. 

Atherextrakt aus R-Maleinséure sintert bei 100°, Beginn des Schmelzens 
bei 120°, KP® 120,5°; Atherextrakt aus N-Maleinséure sintert bei 135°, 
Beginn des Schmelzens bei 137°, K P® 138°. 

Der im Atherextrakt befindliche neue Kérper aus der R-Maleinsaure 
zeigt also einen wesentlich niedrigeren Schmelzpunkt als die Maleinsaure. 

Es wurde auch die Sdéurezahl des Atherextrakts mit Phenolphthalein 
als Indikator und die Jodzahl nach Winkler bestimmt, wobei je nach 
der Versuchsserie wechselnde Werte erhalten wurden, die aber immer in 
der Richtung einer Abnahme der Sdurezah! und des Auftretens von 
Jodbindungsvermégen lagen. Es seien diesbeziiglich einige Versuchs- 
protokolle angefiihrt. 

I. Bestimmung des Sduregrades. 
a) In wasseriger Lésung. 

38,6 mg N-Maleinséure in 5cem Wasser gelést verbrauchten 7,5 ecm 
n/10, was fiir 1,0 g Maleinséure 183 cem n/10 NaOH entspricht. 

21,0 mg des Atherextrakts der R Maleinsaure, in 5cem Wasser gelést, 
verbrauchen 3,0 cem n/10, was fiir 1,0 g¢ des Atherextrakts der R-Malein- 
siure 143 eem n/10 NaOH entspricht. 


b) In Alkohol: Ather 1:1 gelést. 


10,9 mg des Atherextrakts verbrauchten 0,59 cem n/10 NaOH, was 
einer Saéurezahl von 303,1 entspricht. 
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IT. Bestimmung der Jodzahl. 

20,0 mg N-Maleinséure verbrauchten 0,0 cem n/20 Na,S,O,, Jodzahl 0; 
3,2 mg R-Maleinséure-Atherextrakt verbrauchten 0,20 cem n/20 Na,S,0., 
was einer Jodzahl von 393,7 entspricht. 

Die mit verschiedenen Praparaten durchgefiihrten Mikrover- 
brennungen ergaben eine Abnahme des Sauerstoffs und Wasserstof/s 
bei wesentlicher Zunahme des Kohlenstoffgehalts in den aus R-Malein- 
siure gewonnenen Konzentraten (siehe Tabelle 1). 


Tabelle I. 





2. BE ees Pee re C 52,33. % H 2,53% | O 465,14% 
Si, ER de asic co eed ee er ee tes C 56,64%? H 2,40% | O 42,96% 
re. | Re Peper epee C 52,46% H 2,13% | O 45,41 % 

N-Maleinséure hat ............ C 41,4 % H 3,4 % | O 65,20% 


Es sind hier noch die Versuche mit Wasserstoffsuperoryd zu er- 
waihnen. Wahrend H,0, allein die Cytolyse nicht beeinfluBt, vernichtet 
es die Wirkung der R-Maleinsaure, da unter seinem EinfluB die Schutz- 
faihigkeit der Maleinsiure wieder erscheint. 


0,l cem 3% ige H,O, + Normalserum + Carcinomzellen..... 50% 
0,l cem 3%ige H,O, + N-Maleinséure...................... 80% 
0,leem 3%ige H,O, + R-Maleinséure..................... 79% 
N-Maleinséure allein + Normalserum .............0.+0e0005 76% 
R-Maleinséure allein + Normalserum .............-.0++0++5 56% 
PROTNIEMICEINR MUNI se aed ca bya e's ks «Able Vinee 4 oe eep ONS 52° 


Wir wollen noch hinzufiigen, daB bei der Suche nach Methoden 
zur Identifizierung der R-Maleinsiure durch Skarzynski in Krakau 
(Chem. Institut der Universitat) Untersuchungen im _ Ultraviolett- 
spektrum durchgefiihrt wurden. Maleinsiure, Fumarséure, R-Malein- 
und R-Fumarsaure zeigten aber keine charakteristischen Absorptionen 
in diesem Spektralbereich. Herren Dr. Skarzynski und Prof. March- 
lewski sei auch an dieser Stelle fiir die Untersuchungen unser Dank 
ausgesprochen. 

Wir haben die obigen chemischen Untersuchungen durch Priifungen 
der Substanz auf thre Wirksamkeit am Ehrlichschen Médusecarcinom 
vervollstandigt. Die von Flaszen und Wachtel beobachtete Erscheinung, 
daB Zugabe von bestrahlter Maleinséure in leicht alkalischer Lésung 
zum Impfmaterial das Angehen der Impftumoren hemmt, wurde von 
uns als Test verwendet. 

Der untersuchte Stoff wurde jeweils zu dem Impfstoff der Mause- 
tumoren zugegeben. Diese Versuche ergaben, daf die 100° ige 
Hemmung des Tumorangehens und Entstehens sowohl durch R-Malein- 
siure als auch durch den aus R-Maleinsaiurelésung nach Pb-Salzfallung 
dargestellten Atherextrakt erfolgt. Die Wirkung im Tierversuch ging 
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parallel der Wirksamkeit im cytolytischen Versuch (Aufhebung des 
Schutzvermégens der N-Maleinsiure durch R-Maleinsaiure im cytolyti- 
schen Versuch). Vorheriges Erhitzen der Substanz im trockenen Zu- 
stande beeinfluBte die Wirksamkeit im Tierversuch (Verhinderung des 
Angehens des Fhrlichschen Mausecarcinoms) nicht, wihrend 10 Minuten 
langes Erhitzen in wasseriger Lésung die Wirkung der R-Maleinsaure 
im cytolytischen wie auch im Tierversuch zerstérte. Die erfolglos 
geimpften Tiere waren nicht immun, da bei einer spateren Impfung 
mit Tumermaterial allein Tumoren gebildet wurden. 


2. R-Maleinsiureanhydrid und R-Maleinsiurediathylester. 


Die Annahme, daB die Sauerstoffarmut der neuen Substanz in 
der R-Maleinséure durch Bildung von Anhydrid verursacht ist, muBte 
im voraus als unwahrscheinlich abgelehnt werden. Nach Versuchen 
von Lustig und Wachtel (7) zeigt das Maleinséureanh ydrid Schutzwirkung 
fiir Carcinomzellen, ahnlich der Maleinséiure, welche nach dem Kochen 
unverandert bleibt. In Tierversuchen ergibt Zusatz des Maleinsaure- 
anhydrids zum Impfstoff nur eine Verspatung des Erscheinens der 
Impfearcinome und eine Verlangsamung des Tumorwachstums. Diese 
Eigenschaften haben nach Bestrahlung der atherischen Anhydridlésung 
keine Verainderung erfahren, so dab der Angriffspunkt des Radiums 
bei der Maleinsdure an den freien COOH-Gruppen liegen muB. Einen 
weiteren Beweis fiir diese Annahme ergab die Untersuchung des R- 
Maleinsdurediathylesters. 

Dieser zeigt ahnlich der N-Maleinsiure Schutzvermégen fiir 
Carcinomzellen gegeniiber der Cytolyse durch Normalserum, welches 
durch Kochen nicht verandert wird [Lustig und Wachtel (7)]. Diese 
Eigenschaft wird durch Bestrahlung mit §-Strahlen nicht beeinfluBt. 
In Tierversuchen ergab Zusatz von Maleinsaiurediithylester zum Impf- 
stoff eine Verlangsamung des Tumorwachstums und bedeutende Ver- 
langerung der Lebensdauer der Tiere im Vergleich zu den Kontrollen. 
Der R-Maleinsiurediathylester zeigte die gleichen Eigenschaften wie 
vor der Ra-Bestrahlung. 

Die Tatsache, da8 im Maleinsiureanhydrid und im Maleinsaure- 
ester durch die £-Bestrahlung der Schutz fiir Carcinomzellen nicht be- 
seitigt wird, zeigt, daB fiir das Entstehen der in R- Maleinsdure wirksamen 
Substanz bei der Bestrahlung die COOH-Gruppen in der Maleinsdure 
frei sein miissen. 

Alle diese Versuche weisen darauf hin, daB bei Bestrahlung von 
Maleinséure in wasseriger oder atherischer Lésung mit Radium eine 
C-reichere, H- und O-drmere ungesattigte, wahrscheinlich polymere Substanz 
entsteht, die im cytolytischen Versuch nach Freund und Kaminer, ab- 
weichend von der unbestrahlten Maleinsiure, welche Carcinomzellen 
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vor der Zerst6rung durch Normalserum schiitzt, kein Schutzvermégen 
fiir Carcinomzellen aufweist. Dariiber hinaus ist die neu entstandene 
Substanz imstande, das von der N-Maleinséiure ausgeiibte Schutz- 
vermoégen fiir Carcinomzellen gegeniiber Normalserum aufzuheben. 
Die durch Radiumbestrahlung beeinfluBte Maleinsiure zeigt einen 
niedrigeren Schmelzpunkt und eine Verringerung der —COOH-Gruppen 
gegeniiber der Ausgangssubstanz (normale Maleinsdure). Zugabe dieser 
R-Maleinsiure zum Impfmaterial von Ehrlichschem Carcinom oder 
Sarkom bewirkt zu 100°, ein Verhindern des Angehens der Tumoren. 

Die Substanz entsteht nicht, wenn keine freien COOH-Gruppen 
(durch Wasserabspaltung oder Veresterung) bei der Maleinsaéure vor- 
handen sind. Die Zerstérung der Wirksamkeit der Substanz (im cyto- 
lytischen und im Tierversuch) durch Erhitzen in wasseriger Lésung 
ist wahrscheinlich durch Veranderungen infolge Wasseraufnahme 
bedingt, da Erhitzen in Petrolather, Ather oder in trockenem Zustande 
diese Eigenschaften nicht beeinfluBt. 

Wirkung der B-Strahlen auf andere organische Sduren. Wahrend 
der Untersuchung der R-Maleinséure wurden auch andere organische 
Sauren auf die gleiche Weise mit Radium bestrahlt und im cytolyti- 
schen und Tierversuch auf Veranderung ihrer Eigenschaften im Vergleich 
zu den gleichen unbestrahlten Sauren (N-Sauren) gepriift. Beziiglich 
des cytolytischen Verhaltens der N-Sauren sei auf die vorher zitierte 
Mitteilung von Lustig und Wachtel (7) verwiesen. Untersucht wurden: 
Essigsiure (CH,COOH), Malonsiure (COOHCH,COOH), Akrylsaure 
(CH,CHCOOH), Mesakonsiure (COOHCH : C -CH, - COOH), Apfel- 
saure (COOHCHOHCH,COOH), Palmitinsaure [CH,(CH,),,COOH} 
und Thapsiasaure [COOH (CH,),,COOH]. 

Von diesen Substanzen waren Essigsdéure, Malonsdure sowohl vor 
wie auch nach der Radiumbestrahlung im “cytolytischen Versuch 
indifferent. Die im cytolytischen Versuch indifferente Akrylsdure wies 
nach der Bestrahlung deutliches Lésungsvermégen fiir Carcinomzellen 
auf, wihrend im Tierversuch beide Substanzen indifferent waren. Die 
eytolytischen Eigenschaften der Mesaconsdure (Schutzvermégen fiir 
Carcinomzellen) und der Thapsiaséure (Lésungsvermégen fiir Car- 
cinomzellen) werden durch Radiumbestrahlung ebenfalls nicht be- 
einfluBt, wabhrend das Lésungsvermégen der Palmitinsdure eine 
Abnahme erfuhr. Die N-Apfelsdure ist im cytolytischen Versuch 
indifferent, nach Radiumbestrahlung wies sie Schutzvermdégen fiir 
Carcinomzellen auf. Beim Kochen in wasseriger Lésung ging dieses 
Schutzvermégen wieder verloren. 


Zusammenfassung. 


Die nach Bestrahlung mancher organischen Sauren mit 6-Strahlen 
des Radiums auftretenden Verdnderungen wurden insbesondere am 
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Beispiel der Maleinséure mit Hilfe der cytolytischen Reaktion von 
Freund und Kaminer im Tierversuch und auf chemischem Wege unter- 
sucht. 

Wiahrend die normale Maleinsiure Schutzvermégen fiir Carcinom- 
zellen (gegeniiber Normalserum) im cytolytischen Versuch aufweist, tritt 
nach der Bestrahlung nicht nur ein Verschwinden dieser Eigenschaft 
auf, sondern auch die Fiahigkeit, die cytolytische Schutzwirkung der 
normalen Maleinsdéure aufzuheben. 

Im Tierversuch verhindert die Zugabe der schwach alkalisierten 
Lésung der mit Radium bestrahlten Maleinsiure zum Impfmaterial 
das Auftreten des Khrlichschen Mausecarcinoms oder -sarkoms zu 100 °,. 

Die durch Bestrahlung von Maleinsiure entstandene Substanz 
weist gegeniiber der unbestrahlten einen niedrigeren Schmelzpunkt, 
Verminderung des H- und O-Gehalts, der Menge der COOH-Gruppen 
bei gleichzeitiger Erhéhung des C-Gehalts und Auftretens von Jod- 
bindungsvermégen auf. Erhitzen im wasserfreien Zustande beeinfluBt 
die Substanz nicht, wahrend durch Erhitzen der Substanz in Gegenwart 
von Wasser ihre Eigenschaften im cytolytischen und Tierversuch 
zerstért werden (Wasseraufnahme ?). 

Zur Entstehung der R-Maleinséure sind freie COOH-Gruppen 
erforderlich, da Maleinséureanhydrid und Maleinséurediithylester in 
ihren der N-Maleinsaure ahnlichen Eigenschaften im cytolytischen und 
im Tierversuch durch Radiumbestrahlung nicht beeinfluBt werden. 

Alle diese Eigenschaften weisen darauf hin, daB bei Radium- 
bestrahlung der Maleinsiure unter Wasserabspaltung (vielleicht tiber 
Acrylsaure ’?) ein ungesittigtes Polymeres von ausgepragten neuen _bio- 
chemischen Eigenschaften entsteht. Die auf die gleiche Weise vor und 
nach der Bestrahlung mit Radium vorgenommene Untersuchung 
anderer organischer Sauren ergab, daB alle diese Sauren die Eigen- 
schaften der R-Maleinsaure nicht besitzen, ferner da8 auf Grund der 
verwendeten biochemischen Teste nur ein Teil dieser Saéuren nach der 
Bestrahlung Verainderungen aufweist. 
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Zur Kenntnis der Beziehungen 
zwischen Permeabilitat und Stoffwechsel der Hefezelle. 
Von 
John Runnstrém und Erik Sperber. 
(Aus der Abteilung fiir experimentelle Zoologie des Zool. Instituts 
der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 28. Juli 1938.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit wird vor allem fiir die Backerhefe nachgewiesen, 
daB zwischen Stoffwechsel und Permeabilitat der Hefezelle enge Be- 
ziehungen bestehen. Sowohl die Atmung als auch die Garung der Hefe- 
zelle werden durch Fluorid gehemmt. Wir haben diese Tatsache dazu 
benutzt, um die Permeabilitaét der Zelle zu beurteilen. Die lebende 
Zelle setzt dem Eindringen des Fluorids einen Widerstand entgegen. 
Werden die Zellen durch Trocknen-,,geéffnet‘‘, so dringt Fluorid leicht 
ein. Auch in die unveranderte Hefezelle kann Fluorid eindringen, 
wobei man sehr starke gesetzmaBige Variationen beziiglich des Durch- 
tritts des Fluorids durch die Zelloberflache findet. Wie weiter unten 
gezeigt werden wird, konnten wir vor allem feststellen, daB bei der 
von uns gewahlten Versuchsanordnung Fluorid unter anaeroben Ver- 
haltnissen viel leichter in die Zelle eindringt als unter aeroben (vgl. 
Tabelle III). Dieses Ergebnis, das wir mit der von uns angewandten 
indirekten Methode gewannen, konnte inzwischen von M. Malm im 
hiesigen Laboratorium mittels einer direkten chemischen Methode (Be- 
stimmung des Fluorids im Stufenphotometer mit Hilfe der Zirkonium- 
Purpurinmethode) bestatigt werden. Die indirekte Methode weist 
aber Viele Vorteile auf, da sie eine gréBere Empfindlichkeit besitzt und 
es erméglicht, Reihenversuche ohne Miihe anzustellen. Ferner kann der 
zeitliche Verlauf leicht verfolgt werden. 


1. Methoden und Bezeichnungen. 


Atmung und Garung der Hefezellen wurden manometrisch nach War- 
burg bestimmt. Gleichzeitige Messung von Atmung und Gaérung wurde in 
bekannter Weise durch Benutzung von zwei Apparaten ausgefiihrt, wobei 
in dem einen die Kohlensaéure absorbiert wurde, in dem anderen dagegen 
nicht. Im allgemeinen wurde bei py 5 gearbeitet. Bei diesem py wird im 
Laufe des Versuchs praktisch keine Kohlensiure gebunden. In einzelnen 
Versuchen haben wir das py variiert. Da Phosphat bei py 5 nicht sehr gut 
puffert, fiihrten wir Succinat-Bernsteinséiure als Puffer ein. Dieser Puffer 
hat keine Substratwirkungen und besitzt in dem uns _ interessierenden 
Gebiet eine starke Pufferwirkung. Wir geben der Kiirze halber diesen 
Puffer im weiteren als ,,Bernsteinsiurepuffer‘‘ mit seinem py an. 
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Wir benutzten die iiblichen konischen Atmungstrége, die mit zwei 
SeitengefaBen versehen sind. Aus dem Grade der Hemmung der Veratmung 
oder Vergairung der Glucose wird das Eindringen des Fluorids beurteilt. 
Prinzipiell kann diese Methode auch fiir andere hemmende Stoffe verwendet 
werden, so haben wir analoge Versuche mit Oxalat, Jodessigsaure, Cystein 
und Porphyrexid ausgefiihrt. 

Das Volumen der Hefesuspension betrug im allgemeinen 2,4 ccm, 
bisweilen jedoch 2,7 oder 2,9 cem und enthielt 20 bis 50 mg frische Backer- 
hefe. In einer friiheren Versuchsperiode benutzten wir 50 mg Zellen pro 
Ansatz und hatten eine Versuchstemperatur von 25°. Spater gingen wir 
dazu iiber 20mg Zellen pro Ansatz bei einer Tem- 
peratur von 25 oder 30° zu verwenden. Der Ein- cmun je Min. 





satz wurde mit 0,3 cem 10%iger KOH oder der | 
gleichen Menge dest. Wasser beschickt. ene: imeem 

In Abb. | ist fiir Backerhefe die maximale Ge- 
schwindigkeit der Atmung als Funktion der Hefe- | 
menge pro Suspension (5 bis 50 mg pro 2,4 eem 
Suspension, pq 5, 25°) angegeben. Es liegt in 
ziemlich befriedigender Weise eine lineare Ab- 
hangigkeit vor. Es konnte festgestellt werden, , 
da8 die prozentuale Hemmung durch Fluorid von = ¢ 
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der Zellmenge pro Ansatz ziemlich unabhiangig ist. 
Nur bei dem geringsten Zellgehalt (5 mg pro An- | 
satz) ergab sich eine verhaltnismaBig geringere |. 
Hemmung als bei Anwendung der konzentrier- 9 2 40mg 
teren Suspensionen. Abb. 1. 


In einer Reihe von Vorversuchen mit trockener 
oder frischer Brauereihefe wurde die Garung volumetrisch nach Myrbdck 
und Euler (8) gemessen. Hierbei wurden wesentlich gréBere Zellmengen als 
bei den manometrischen Versuchen benutzt (vgl. Abschnitt 2). Es ergab 
sich, da die Empfindlichkeit lebender Zellen fiir Fluorid unter den Be- 
dingungen des manometrischen Versuchs (etwa 2,5 mg Zelltrockensubstanz 
pro Ansatz bei einem Volumen von 2,4ccem) gréBer als bei denen des 
volumetrischen Versuchs (50 bis 60 mg Zelltrockensubstanz pro Ansatz bei 
einem Volumen von 2 cem) war. 

Bei Benutzung von Brauereihefe wurden die Zellen im allgemeinen 
nicht frisch gewogen, sondern eine direkt aus der Brauerei bezogene Suspen- 
sion angewandt, von der dann das Trockengewicht bestimmt wurde. Bei 
Backerhefe war der Gehalt an Trockensubstanz ziemlich konstant 28%). 

Die Backerhefe [Oberhefe R nach der Bezeichnung von v. Euler (3)} 
wurde uns von der Hefefabrik in Rotebro, die Brauereihefe (Unterhefe) 
von der Hamburger oder Miinchener Brauerei in Stockholm zur Verfiigung 
gestellt. Wir danken auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung des Materials. 

Die weiter unten folgenden Kurven stellen Summenkurven dar, d. h. 
jeder Punkt gibt die bis zum betreffenden Zeitpunkt vom Beginn des 
Versuchs an (Zeit 0) verschwundene bzw. gebildete O,- bzw. CO,-Menge 
inemm an. Die maximale Geschwindigkeit wurde graphisch bestimmt. Der 
Atmungs- oder Garungsrest n [vgl. (15)] bedeutet hier die bei der Hemmung 
durch Fluorid beobachtete maximale Geschwindigkeit der Atmung bzw. 
Garung, dividiert durch den entsprechenden Umsatz in der Kontrolle ohne 
Fluorid. Die Hemmung ist 1—-n. 

In die Kurven wurde die wahrend der Vorbehandlung mit Fluorid 
vorhandene Eigenatmung nicht eingezeichnet (diese wurde jedoch ge- 
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messen), die Kurven beginnen mit dem Augenblick des Einkippens der 
Glucose. Die Eigenatmung wurde in besonderen Versuchen studiert. 

Der Gehalt an Fluorid und Glucose wird in Millimol (mM) pro Ansatz 
angegeben. Die zur Anwendung kommende Fluorid- bzw. Glucosemenge 
wurde in 0,2 bis 0,3 ecm Wasser gelést und, wie schon erwahnt, aus den 
Seitengefalen I bzw. II eingekippt. Handelt es sich dagegen um die 
Angabe einer Konzentration einer Lésung in Mol pro Liter, so wird im 
folgenden von molaren Lésungen, abgekiirzt mol., gesprochen. 

Die Numerierung der in den Abbildungen wiedergegebenen Kurven 
stimmt mit der Numerierung der in den entsprechenden Tabellen an- 
gefiihrten Ansatze iiberein. 

Die angefiihrten Versuche stellen typische Beispiele aus etwa 200 Ver- 
suchsreihen dar. 


2. Vergleich zwischen der Empfindlichkeit intakter und getrockneter Hefe 
gegen Fluorid. 


Die ersten Versuche wurden mit Brauereihefe ausgefiihrt. Es ist 
bekannt, daB8 bei einer aus Brauereihefe hergestellten Trockenhefe die 
Semipermeabilitat vollkommen aufgehoben ist. Kongorot dringt z. B. 
leicht ein und farbt die Zellen rot. Die Garung ist bei einer solchen Trocken- 
hefe auBerordentlich empfindlich gegen Fluorid. In den Versuchen mit 
Trockenhefe wurde die Garung wiederholt volumetrisch gemessen. Das 
Volumen der Ansatze war 2 ccm. Jeder Ansatz enthielt 200 mg Trockenhefe, 
0,56 mM Glucose, etwa 0,017 mM Hexosediphosphat und 0,325mM Phosphat, 
pu 6,3. Der Endwert der Gaérung war etwa 24ccm Kohlensaure. Der 
Zusatz von 1,4-+ 10-* mM Fluorid pro Ansatz gibt schon eine betrachtliche 
Hemmung der Garung. Wird die Flueridkonzentration auf 2,9 + 10-3 mM 
pro Ansatz erhdht, so sinkt die maximale Geschwindigkeit der Garung 
auf 4% derjenigen der Kontrolle (Garungsrest = 0,04), d.h. es liegt eine 
praktisch genommen vollstaéndige Garungshemmung vor. Entsprechende 
Ansatze wurden auch mit frischer Brauereihefe gemacht. Es stellte sich 
nun heraus, da8 der Zusatz von 2,9+ 10-? mM Fluorid ohne Wirkung auf 
die Garungsgeschwindigkeit ist. ; 

Diese Ergebnisse kénnen so gedeutet werden, daB die Ober flache 
der lebenden Zelle dem Eindringen von Fluorid einen bedeutenden Wider- 
stand entgegensetzt. 

Eine andere Deutung ware die, daB die Garung an und fiir sich 
bei der intakten Zelle gegen Fluorid unempfindlicher als bei der durch 
Trocknen desorganisierten Zelle ist. Dieser Deutung widersprechen 
indessen zahlreiche Versuche. Wenn nur die Fluoridkonzentration 
geniigend hoch ist bzw. die Dauer der Vorbehandlung mit Fluorid 
geniigend lang ist, kann man auch bei der intakten Zelle eine vollstandige 
Hemmung der Garung durch Fluorid bewirken. Dies geht aus dem 
folgenden manometrischen Versuch hervor: 

Der Hauptraum der konischen Atmungstrége enthielt die Menge 
frischer Brauereihefe, die etwa 2,7 mg Trockengewicht entspricht. Die 
Hefe wurde in Phosphatpuffer von py 6 suspendiert. Jeder Ansatz enthielt 


0,081 mM Phosphat. Der Inhalt des Hauptraums betrug nach Einkippen 
des Inhalts der SeitengefaBe 2,4 cem. 
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. Tabelle I. Versuchsplan. 
Ansatz : 1 2 3 

Z 
, SeitengefaB I: 
ss NaF 6-10-? mM in 0,2 cem ... |. 4. 
e eingekippt nach Min. .......... 0 0 
i Seitengefa3 II: 

Glucose 5,6-10-? mM in 0,3 ccm + 7s + 
a eingekippt nach Min. .......... 0 15 

Hauptraum : 
Hefe in Phosphatpuffer ........ + ~~ + 


Abb. 2 gibt das Ergebnis der Messungen wieder. Die CO,-Werte 
wurden nicht fiir den O,-Verbrauch korrigiert, da dieser in einem 

















j Parallelversuch sehr niedrig 
gefunden wurde. In Ansatz 2 cmm 1 
‘ ist Fluorid kurz vor der Glu. “(~~ 7 ; POET 2 
’ cose in den Hauptraum ein- 
gekippt worden. Der mit 
t bezeichnete Versuch 2 an. ist sin “6, hl Rn GERRES 
4 entsprechend Versuch 2, aber 
P unter anaeroben Bedingungen, Cs VRS Ore Sas ce ea 3 iad | 
r ausgefiihrt. | | 
Die aus Backerhefe her- 
gestellte Trockenhefe hat in ,| | | | f | | 
: manchen Beziehungen andere | 
; Kigenschaften als die aus 
1 Brauereihefe dargestellte. Wir ok | | 
f finden indessen, daB die Per- 
meabilitét fiir Fluorid auch , 
e bei der Backerhefe nach dem  ggg\-- ae 8 | | aa 
/ Trocknen stark wichst. Viele - 
Versuche wurden mit einer ae 
. Backerhefe angestellt,die mehr zo ‘ 
1 als 1 Jahr in trockenem Zu- 
1 stande aufbewahrt worden war. . aaaaem Coe A 
: Die Zellen sind noch teilungs- ; -osionn! EOS — 
, egecus ing 0 ; 7 oy a CSSHd. 
fahig. Nur sind die meisten 
| . Abb. 2. 
P Teilungen stark abnorm. 
, Der Hauptraum jedes Atmungstroges wurde mit 20 mg_ trockener 
Backerhefe (Wassergehalt 8°) in leem 0,2 mol. Bernsteinséiurepuffer, 
2 pu 5, beschickt, t 30°. AuBerdem wurde soviel dest. Wasser zugesetzt, daB 
» das Volumen der Ansitze nach dem Einkippen des Inhalts der Seiten- 
t gefiBe 2,4cem betrug. Nach einer Ausgleichsperiode von 10 Minuten 
, nach dem Einhangen wurde der Inhalt des SeitengefaBes I und unmittelbar 


danach der Inhalt des SeitengeféBes II in dem Hauptraum eingekippt. 
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Tabelle Il. Versuchsplan. 





nm 
wo 


Ansatz: l 


SeitengefaB I: 

NaF 10-2mM_ 0° 0 0,9 
SeitengefaB IT: 

Glucose 2,8 
~10-#mM.... i ei +e i+ 
Kinsatz : 

KOH 10%ig 

0)800m:...5 .:. oe eae rs 


Wasser 
0,3ceom ...... Pi De es 


0,9 1,2 1,2 1,8 1,8 2,4 2,4 3,6 3,6 4,0 4,0 6,0 6,0 


+otl+ ot 4 4/4 + 4154+ 454+ 4 


Abb. 3 gibt eine Kurve wieder, die die maximalen Geschwindig- 
keiten des O,-Verbrauchs und der CO,-Bildung als Funktion der 
Fluoridkonzentration darstellt. Schon bei der geringsten der verwendeten 
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(NaF}:10°—» 
Abb. 3. 


Konzentrationen von Fluorid tritt, wie aus den 
Kurven hervorgeht, eine Hemmung des Ver- 
brauchs an Glucose ein und bei den héheren 
Konzentrationen des Fluorids ist die Hem- 
mung betrachtlich, ja praktisch vollstandig. 
Unter den erwahnten Bedingungen entsteht 
bei intakter Hefe nicht einmal bei den 
héchsten in diesem Versuch verwendeten 
Fluoridkonzentrationen eine unmittelbar ein- 
tretende Hemmung. Es kann nicht exakt 
angegeben werden, wo die Grenzkonzen. 
tration der Hemmung fiir die intakte Backer- 
hefe liegt; dieselbe variiert, abhangig von 
der Vorgeschichte der Hefe, ziemlich stark. 
Weiter hat man den auch bei Brauereihefe 
(vgl. Abb. 2) beobachteten Zeitfaktor. Nicht 
einmal eine ,,verarmte’’ Hefe (vgl. unten) 
wiirde bei gleichzeitigem Zusatz von 
6-10-2mM Fluorid und 2,8 - 10-2 Glucose 
pro Ansatz (2,4ccm) eine Hemmung auf- 
weisen, die irgendwie mit der hier vor- 
liegenden zu vergleichen ware. Bei der lingere 
Zeit getrockneten Backerhefe ist die Permea- 
bilitaét demnach stark erhéht. 


Wenn die Hemmung durch Fluorid dem Massenwirkungsgesetz 


folgen wiirde, sollte man 
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erwarten, da = K [NaF] ist. Hier 
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bezeichnet n den Atmungs- bzw. Garungsrest, 1 —n die Atmungs- bzw. 


l—n 
Garungshemmung. Der Ausdruck wichst, wie Abb. 4 fiir die 
n 


CO,-Bildung zeigt, viel starker als nach dem Massenwirkungsgesetz zu 
erwarten ware, vgl. auch Lipmann (6). Dagegen gilt mit ziemlich guter 
Annaherung (vgl. Abb. 3), daB bei niederen Fluoridkonzentrationen 
zwischen der Verminderung der maximalenGeschwindigkeit des O,-Ver- 
brauchs bzw. der CO,-Bildung und der 
Fluoridkonzentration eine lineare Ab- s she 3 ar Saar 
hangigkeit vorliegt. Bei hdheren Konzen- 
trationen konvergieren die Kurven gegen 
Werte, die fiir die maximale Geschwindig- 

keit des O,-Verbrauchs bzw. der CO,- 70 
Bildung gréBer als 0 sind. Die maximale i 
Hemmung tritt fiir den Sauerstoffver- + 
brauch bei einer niedrigeren Fluorid- 
konzentration als fiir die CO,-Bildung 
ein. In diesem Zusammenhang interessiert 

uns vor allem die Tatsache, daB, wie aus 

















Abb. 3 ersichtlich, bei ,.ge6ffneter‘ Hefe 
; - f ‘ 0 2 

die Hemmung der Fluoridkonzentration (Naf]-70°@—» 
annihernd proportional ist, wenn die Abb. 4. 
Hemmung 75°, nicht iiberschreitet. Da- 

raus ergibt sich die Wahrscheinlichkeit, daB bei intakter Hefe die 
Hemmung der Konzentration des Fluorids innerhalb der Zelle pro- 
portional ist, wenn die Hemmung nicht allzu stark ist. 


3. Die Wirkung von Oxalat auf intakte und geéffnete Zellen. 


is ist bekannt, daB Oxalat ebenso wie Fluorid bei aus Brauereihefe 
hergestellter Trockenhefe und Mazerationssaft eine Géarungshemmung 
hervorruft. Dagegen hat Oxalat wenigstens unter aeroben Verhaltnissen 
keinen Einflu®8 auf die Garung der intakten Brauereihefe. Dies ist wiederum 
eine Auswirkung des Widerstandes der Zelloberflache, der gegen Oxalat 
noch gr6Ber als gegen Fluorid ist. 

Die intakte Backerhefezelle ist ganz impermeabel fiir Oxalat. Es ist 
keine Hemmung zu beobachten. Dagegen ist die langere Zeit trocken auf- 
bewahrte Bickerhefe offenbar fiir Oxalat permeabel. Bei ihr kann eine 
allerdings nicht vollstandige Hemmung erfolgen. Auch Oxalat ist als ein 
Indikator fiir die Permeabilitat zu verwenden, allerdings ergibt er nicht so 
feine Abstufungen wie Fluorid. Da wir in einem anderen Zusammenhang 
zu der Wirkung des Oxalats zuriickkommen wollen, begniigen wir uns hier 
mit diesen Bemerkungen iiber die Oxalatwirkung. 


4. Die Hemmung der Bickerhefe durch Fluorid unter aeroben und anaeroben 
Verhiltnissen. 

Die in diesem Abschnitt behandelten Versuche wurden so ausgefiihrt, 

daB Fluorid bei der Zeit 0 eingekippt wurde. Dann wurde entweder 
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unmittelbar darnach oder nachdem die Zellen wahrend einer langeren 
oder kiirzeren Vorperiode mit Fluorid geschiittelt worden waren. 
Glucose eingekippt. 


Tabelle IIT. 


Versuchsplan. 





Ansatz: 1 2 


SeitengefaB I: 


Near 6-10 * mM... —|+ 

eingekippt nach Min. ... 0 
SeitengefaB IT: 

Glucose 5,6-10°? mM... | +) + 

eingekippt nach Min. ... || 0 | 0 
Einsatz : 

KOH 10%ig 0,3cem... | -+ + 

Wasser 0,3ccm......... }—|— 
Gasraum : 

Ee Sr Ape eee +i) + 

RUE. oo tcc cwavwe —|— 


s)/4/5/6;7; 8] 9 10 | 11 | 12 | 18 


+ lpi ti —l ei tlt 
0';01:0:0} 0 0101010 
| 
titi) ti t]—-|—-|/+/4+ 4+ 4+ 
10 20 30} 50 | 0, 0:10) 20/30 
Bctind 
+ititjt+]/+/+/-/- - 
—|—|/—-}—{/—-|-|+ + +. 4/4 
a ee ep eS ae Peak, ate aie Wes oe xe 


—~)-) =| -)— -|4+)4 + 4/4 


Der Hauptraum der Gefi®e wurde mit 50 mg frischer Hefe in 1 ecm 
0,2 mol. Bernsteinséurepuffer, py 5, beschickt. Dest. Wasser wurde zu- 
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gesetzt, so daB das gesamte Volumen 
des Ansatzes nach dem Einkippen in 
den aeroben Ansiatzen 2,9 cem, in den 
anaeroben 2,7 ecm betrug. Versuchs- 
temperatur 25°. Wie wiederholte Ver- 
suche zeigten, ist der kleine hier herr- 
schende Unterschied zwischen dem 
Volumen der aeroben und anaeroben 
Ansitze ohne jegliche Bedeutung. 


Bei der verwendeten Konzen- 
tration des Fluorids tritt unter aero- 
ben Verhaltnissen keine Hemmung 
ein, wenn Glucose und Fluorid 
gleichzeitig eingekippt werden. Die 
maximale Geschwindigkeit des 
Sauerstoffverbrauchs ist in Ansatz 1 
10,5emm pro Minute, in Ansatz 2 
dieselbe (vgl. Abb. 5a). Dauert die 
Vorperiode mit Fluorid 10 bis 20 Mi- 
nuten (Abb. 5a, Kurven 3 bis 4), 
so sinkt die maximale Geschwindig 
keit auf 7,8 bzw. 7,0 cmm_ pro 
Minute, d.h. der Atmungsrest wird 
etwa 0,75 bzw. 0,7. Die Hemmung 
der Atmung muB8 davon herriihren, 
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en da8 Fluorid wahrend der Vorperiode (vor dem Einkippen der Glucose) 
n, in die Zelle eingedrungen ist. 


Nach dem Einkippen der Glucose dringt offenbar praktisch kein 
Fluorid mehr in die Zellen ein. Die Atmungskurven in den Fluorid- 
“ ansitzen sind ebenso geradlinig wie die Kontrollkurve, nur ist ihre 
Neigung von der der Kontrolle verschieden. Wenn das Fluorid im 
Laufe der Atmung eindringen wiirde, so sollte eine mehr oder weniger 


ausgepragte Kriimmung der Kurve 
) 





















































auftreten. Wir schlieBen aus den T 
Ergebnissen, dap der Zusatz von ny i 
0 tlucose die Permeabilitaét herabsetzt. 100 + 

Vor dem Zusatz der Glucose ist | 
. eine Eigenatmung oder endogene | 
| Atmung, nach der Ausdrucksweise 7>—— es —-——— 
- von Stier und Stannard (13), vegl. ' 
, Abb. 5b, Kurve 7, vorhanden. Die 
“I Eigenatmung ist in diesem Versuch “” Bee orcas | 
“4 iiberhaupt nicht durch Fluorid ge- 
n hemmt worden, sondern sogar in | 
n Gegenwart von Fluorid etwas ge- ” | ] 

. stiegen (Abb. 5b, Kurve 8). Diese | 

E Frage wird weiter unten behandelt | | 

: 600 +——+—___] 
a werden. ; 

" Aus dem Gesagten darf nicht 

geschlossen werden, daB Fluorid die yg i 4 

Atmung nach dem Einkippen von | 
. Glucose nicht beeinflussen kann. ee 
. Dies ist nur eine Frage der Konzen- 20} — ae aa 

i sree “ge ps 
is a ee F ste" pep 
] rationen kann Fluorid nim “y eet I) 
a auch nach dem Einkippen der Glu- j : - , 24 Std 
. cose, wenn auch nur langsam, in die Abb. 8b. 
1 Zelle eindringen. Weiter spielt der 
) physiologische Zustand der Zelle und die Temperatur eine entscheidende 
A Rolle. Manche untersuchten Hefeproben waren permeabler als andere. 
> Dabei diirften, wie schon hervorgehoben, kleine Variationen bei der 

Ziichtung der Zellen eine Rolle spielen. Es wird spiter gezeigt werden, 

daB diese Verhaltnisse sehr gut analysiert und beherrscht werden 
‘ k6nnen. 

l Ein Versuch, der zur gleichen Zeit wie der in Tabelle III angefiihrte, 


vorgenommen wurde, wurde 24 Stunden lang fortgesetzt, wobei von 
Zeit zu Zeit Glucose zugesetzt wurde, so daB die Atmung etwa konstant 
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blieb. Bei Ansatzen, die Ansatz 2 oder 3 der Tabelle III entsprechen, 
konnte trotz der Anwesenheit von 6-10-?mM Fluroid auch nach 
24 Stunden keine Hemmung der Atmung beobachtet werden. 


Kine andere Eigentiimlichkeit des in Tabelle III veranschaulichten 
Versuchs sei noch hervorgehoben. In den Ansatzen 3 und 4 ist durch 
Verlangerung der Vorbehandlungszeit mit Fluorid eine Hemmung 
erzielt worden, die bei gleichzeitigem Einkippen von Fluorid und Glucose 
nicht eintritt. Eine weitere Verlangerung der Vorbehandlungszeit 
iiber 20 Minuten hinaus scheint hier die Hemmung nicht zu verstarken. 
im Gegenteil, die Atmung ist bei Ansatz 6 starker als in den Ansatzen 4 
und 5. In manchen Versuchen fanden wir auch, daB die Atmung sogar 
bei kurzer Behandlung mit schwachen Fluoridkonzentrationen itiber 
den bei der Kontrolle gefundenen Wert steigen kann. Wir k6énnen 
keine sichere Erklarung fiir diese paradoxe Wirkung des Fluorids geben. 
Es sei nur darauf hingewiesen, daB das Fluorid in dem vorliegenden 
Versuch auch auf die Eigenatmung eine schwach stimulierende Wirkung 
ausgetibt hat. Wahrscheinlich ist die bisweilen beobachtete atmungs- 
erh6hende Wirkung schwacher Fluoridkonzentrationen als eine aktive 
Reaktion der Zellen aufzufassen, die unter dem EinfluB des von dem 
Fluorid ausgeiibten Reizes eintritt. 


Es soll in diesem Zusammenhang ausdriicklich hervorgehoben 
werden, daB eine praktisch vollstandige Hemmung der Atmung 
bei geniigender Erhéhung der Konzentration des Fluorids erfolgen 
kann. 


Im Versuch Tabelle III sind die Ansatze 9 bis 13 unter anaeroben 
Verhaltnissen durchgefiihrt worden (vgl. Abb. 5b). Hier herrschen 
ganz andere Verhiltnisse als in den aeroben Ansatzen; die maximale 
Geschwindigkeit der Garung in Ansatz 9 ist 84mm pro Minute, eine 
xeschwindigkeit, die dreimal gréBer als die der Atmung in Ansatz | ist. 
Dies bedeutet, daB hier die Glucose unter den anaeroben Verhaltnissen 
fast neunmal schneller als unter den aeroben verbraucht wird. Schon 
bei gleichzeitigem Einkippen von Fluorid und Glucose (Ansatz 10) tritt 
anaerob eine auferordentlich starke Garungshemmung ein. Diese wird 
noch etwas verstarkt, wenn die Vorperiode verlangert wird. In Ansatz 11 
ist die maximale Geschwindigkeit der Garung 0,6cmm pro Minute. 
Der Garungsrest ist folglich 0,02, d. h. fast 40 mal kleiner als der Atmungs- 
rest unter entsprechenden aeroben Verhaltnissen. Diese Ergebnisse 
kénnen entweder bedeuten, daB die Permeabilitat fiir Fluorid unter 
anaeroben Verhaltnissen auBerordentlich stark gesteigert ist oder dab 
die Girung fiir Fluorid viel empfindlicher als die Atmung ist. Die 
weitere Analyse hat die Frage zugunsten der ersten Mdéglichkeit ent- 
schieden. 
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5. Hemmung der Atmung dureh Fluorid nach einer anaeroben 
« Vorperiode**, 


Ware die Garung fiir Fluorid empfindlicher als die Atmung, so 
waren, wie schon hervorgehoben, die im vorangehenden Abschnitt 
angefiihrten Ergebnisse fiir das Permeabilitaétsproblem ohne Bedeutung. 
Schon in Abschnitt 1 wurde fiir getrocknete Backerhefe gezeigt, dal 
die aerobe Garung durch Fluorid nicht starker als die Atmung gehemmt 
wird. Die dort erwahnte CO,-Bildung riihrte zum gré8ten Teil nicht 
von der Atmung, sondern von der Garung her (die aerobe Garung 
kann berechnet werden, da der respiratorische Quotient RQ. etwa | ist). 

Um Atmung mit Atmung direkt vergleichen zu kénnen, haben wir 
die Zellen wihrend einer anaeroben Vorperiode mit Fluorid behandelt. 
Dann wurde Luft eingeleitet und Glucose unter aeroben Verhaltnissen 
eingekippt. Auf diese Weise erhailt man eine starke Atmungshemmung 
durch Fluorid. Werden die Zellen dagegen wahrend einer genau gleich 
langen aeroben Vorperiode mit Fluorid behandelt, so ist die Hemmung 
der Veratmung der nach der Vorperiode eingekippten Glucose gering. 
Die genauere Schilderung eines solchen Versuchs erfolgt in der folgenden 
Zusammenstellung : 


Tabelle IV. Versuchsplan. 





Ansatz : 1 2 3 4 5 6 7 s 
SeitengefaB I: 
NaF 6-10-2 mM ....... —~ } + -t. abe - 
eingekippt nach Min. ... 0 0 0 0 
SeitengefaB IT: 
Glucose 5,6-10-? mM .. < ei + 4 be 
eingekippt nach Min. ... 0 0 20 0 20 0 20 


Der Hauptraum der Atmungstrége enthielt 50 mg frische Backerhefe 
in 1 eem 0,2 mol. Bernsteinséurepuffer, py 5, ¢ 25°. Auffiillung mit Wasser, 
so daB das Volumen der Ansitze nach Einkippen des Inhalts der Seiten- 
gefaBe 2,4ccm betrug. Der Gasraum der Apparate | bis 3 enthielt Stickstoff. 
Nach Erreichen von Temperatur- und Gasgleichgewicht (Zeit: 0) findet 
das Einkippen von Fluorid bzw. Glucose nach obigem Schema in den An- 
sitzen 1 bis 3 statt. 

Nach 10 Minuten werden die Apparate 1 bis 3 geéffnet und geliiftet 
und 0,3cem 10°%ige KOH in die Einsatze eingefiillt. Nach weiteren 
10 Minuten wird die Glucose in Apparat 3 in den Hauptraum eingekippt. 
In Apparat 2 und 3 sind die Zellen folglich wahrend einer Vorperiode von 
10 Mmuten anaerob mit NaF behandelt worden; dann folgt eine aerobe 
Vorperiode von 10 Mnuten mit NaF. Die Zellen in Apparaten 4 bis 8 
werden die ganze Zeit unter aeroben Verhaltnissen gehalten. In Apparat 7 
wird die Glucose nach einer Vorperiode von 20 Minuten mit Fluorid ein- 
gekippt. Die Vorbehandlung mit Fluorid hat also genau so lange gedauert 
wie in Ansatz 3. 


Abb. 6 gibt die Resultate wieder. 
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Der Umsatz in den Ansatzen 1, 4, 5 und 6 ist praktisch gleich in 
Deshalb ist nur Kurve 1 gezeichnet worden. Die maximale Geschwindig al 
keit ist hier 12,4 emm pro Minute. In Ansatz 5 ist dieselbe 11,4 und in ri 
Ansatz 7 10,5 cmm pro Minute. In den aerob gehaltenen Ansatzen liegt A 
also praktisch keine oder jedenfalls nur eine geringe Hemmung bei de: al 
betreffenden Konzentration des Fluorids (6 - 10-2 mM pro Ansatz) vor. Ww 
Dagegen herrscht eine starke Hemmung in den Ansdtzen 2 und 3, was 
auf Rechnung der anaeroben Vorperiode zu setzen ist. Wahrend dieser ist 
Fluorid schnell eingedrungen. Fiir das Ergebnis macht es wenig aus. 

ob, wie in Ansatz 2, die Glu- 
Vi cose schon anaerob oder wie 
in Ansatz 3 aerob eingekippt 
wird. Ansatz8 gibt die Eigen- 
atmung der Hefe wieder. Die 
Atmung in den Fluorid- 
ansatzen 2 und 3 ist zunachst 
geringer als die EKigenatmung. 
Auch wahrend der anaeroben 
Vorperiode ven 10 Minuten 
wurde gemessen. Es wurde 
dabei festgestellt, daB in An- 
satz 1 eine starke Garung, in 
Ansatz 2 eine praktisch voll- 
stindige Garungshemmung 
vorhanden war. 
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6. Ein Vergleich zwischen 
Hemmung der aeroben und an- 
aergben Girung dureh Fluorid. 


Bei der Backerhefe kann 
durch Zusatz von Cystein eine 
starke aerobe Garung hervor- 
gerufen werden. Cystein iibt 
dabei auch einen hemmenden = § py} 

tinfluB auf die Atmung aus. 
Diese eigenartigen Verhaltnisse sind von Quastel und Wheatley (9) ent- 
deckt und von uns (11b) weiter studiert worden. Man hat damit die 
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Abb. 6. 





Méglichkeit, die Wirkung des Fluorids auf die aerobe Garung festzu- . 
stellen und kann auch die Wirkung bei aerober und anaerober Garung 
vergleichen. Dies ist in einer Anzahl von Versuchen geschehen, von du 
denen hier einer angefiihrt wird. Die Versuchsanordnung gibt Tabelle V je 
wieder (S. 352). ab 
Abb. 7a und 7b geben einige Ergebnisse wieder. Kurve | zeigt, lic 


da die Atmung nach dem Einkippen der Glucose praktisch genommen in 
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h in Anwesenheit von Cystein (in der hier angewandten Konzentration) 
ig aufhért. Erst nach 20 bis 30 Minuten wird die Atmung meBbar. Dies 
in rihrt nicht etwa davon her, daB die Kohlensaiureabsorption in den 
ot Atmungstrégen mit KOH nicht vollstaindig ist. Vielmehr stellte sich 
ler als Ergebnis mehrerer Versuche heraus, daB die Kohlensiurebildung 
or, wahrend der ersten 20 Minuten nach demEinkippen der Glucose noch 
as poe nicht maximal ist. Die maximale 
ist 200 Garung tritt erst zu einer Zeit ein, 
1s, 53/456) in der der Sauerstoffverbrauch be- 
u- 2 ginnt meBbar zu werden. Bei nie- 
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Abb. 7a. Abb. 7b. 

ng 
on dung von Kohlensiure einen Sauerstoffverbrauch messen, der sich dem- 
V jenigen der Kontrolle ohne Cystein nahert. In diesen Versuchen war es 

aber von Interesse, die Atmung soweit herunterzudriicken, da eine még- 
rt, lichst reine aerobe Garung vorliegt. Kurve 2 gibt die Kohlensaurebildung 


en in Ansatz 2 wieder. Die maximale Geschwindigkeit betragt hier etwa 
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Tabelle V. Versuchsplan. 





Ansatz: 1;2;';3/1)4;5;)6! 7) 8; 9 |10;11)12 18)14/15/)16:17) 18 


SeitengefaB I: 
NaF 5,6- 10-2 


ROE. ee wccs ~ oe oe H) —] ey pe a 
eingekippt nach 
| SE ae 0;90};0;010;0 0 0,0 0 00 0 


SeitengefaB IT: 
Glucose 5,6 
-10-3 mM... titel tp titi fi te pt tite te tit ee te t+ He + 
eingekippt nach 
ee 0 0;0 5 10 20 40 600 60:0 0:5.100 0 5 10 
Einsatz: 
KOH 10 %ig 
0,3cem ..... +| - — - —| +) +4 - 
Wasser 0,3 ccm fe} ee) ee} | + 1. Ge, Eee ae ee ee ee ee 
Hauptraum : 
50 mg Backer- 
hefe in 1 cem 
0,2 mol. Bern- 
steinsaure- 
puffer PH a. ti fit +t + +++ + +/+) 4 4 Hib tft 
Cysteinl0 ?mM = + +} +) 4+) +) +'>4+/4 —| — oe ee ees 
Gasraum : 
eS Spe res oS Se ere ee ae x ae a 
Stickstoff ..... ~ . - a ea ee ee oe ee ee 


Zusatz von destilliertem Wasser zu den Ansatzen, so daB das Volumen 
derselben nach dem Einkippen 2,7 cem betrug, ¢ 25°. 


25cmm pro Minute. Diese Geschwindigkeit wird nicht herabgesetzt, 
wenn man gleichzeitig mit Glucose 5,6-10-?mM Fluorid einkippt 
(Kurve 3, Abb. 7a). Diese Kurve liegt sogar etwas héher als die Kon- 
trolle (Kurve 2). 

Ebenso wirkungslos ist eine 5, 10 bzw. 20 Minuten lange Vor- 
behandlung mit Fluorid.. Die Kurven fiir die Ansiatze 4 bis 6 sind in 
Abb. 7 nicht einzeln eingezeichnet worden, weil sie alle praktisch ge- 
nommen mit Kurve 3 zusammenfallen. Dagegen tritt eine bedeutende 
Herabsetzung der aeroben Garung ein, wenn die Vorperiode auf 40 
bzw. 60 Minuten ausgedehnt wird, vgl. Kurve 7 und 8, Abb. 7a. Die 
Geschwindigkeit der Kohlensaurebildung ist hier 8,5 bzw. 2,8 emm pro 
Minute, d.h. sie betragt 35 bzw. 11% der Geschwindigkeit der Kohlen- 
siurebildung der Kontrolle. Die aerobe Garung ist in Wirklichkeit 
noch niedriger als angegeben, da die, allerdings in geringer Menge, 
gebildete Atmungskohlensiure abzuziehen ist. Es wurde gleichzeitig 
ein Versuch ausgefiihrt, in dem normale Zellen aerob — ohne Zusatz 
von Cystein — wahrend 60 Minuten mit 5,6-10-?mM Fluorid vor- 
behandelt wurden. Dann wurde die Glucose eingekippt (Ansatze 9 
und 10, Tabelle V). Die Vorbehandlung mit dieser Fluoridmenge war 
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praktisch genommen ohne Wirkung auf die Atmung. Die Geschwindig- 
keit des Sauerstoffverbrauchs war 10,5 emm pro Minute (vgl. Kurve 10, 
Abb.7b), was praktisch genommen mit der normalen Atmung (11,5emm 
pro Minute) tibereinstimmt. Es scheint somit wahrscheinlich zu sein, 
daB eine verlangerte Einwirkung von Cystein die Permeabilitat der 
Zellen fiir Fluorid erhéht, da nach 60 Minuten Vorbehandlung mit 
Fluorid ohne Cystein praktisch keine Hemmung vorliegt, wahrend 
nach derselben Behandlung in Anwesenheit von Cystein eine betracht- 
liche Hemmung eintritt. Das Eindringen von Fluorid mu8 haupt- 
sichlich wahrend der Vorperiode (vor dem Einkippen der Glucose) 
stattfinden. Wiirde das Eindringen nach der Vorperiode stattfinden, 
so ist kaum einzusehen, weshalb keine Hemmung nach einer kiirzeren 
Vorperiode stattfindet. Ferner wiirde man erwarten, daB die Ge- 
schwindigkeit nach dem Einkippen mehr oder weniger schnell abnimmt. 
Dies ist aber nicht der Fall. Dieser Versuch ist, wie schon oben hervor- 
gehoben, vor allem deshalb von Bedeutung, weil er uns erlaubt, die 
Hemmung der aeroben und anaeroben Garung durch Fluorid zu ver- 
gleichen. 

Die anaerobe Kohlenséurebildung (Ansatz 15) ist in Anwesenheit 
von Cystein fast genau gleich groB wie die aerobe. Wird nun Fluorid 
gleichzeitig mit Glucose in den Hauptraum eingekippt (Ansatz 16), so 
tritt eine auferordentlich starke Hemmung der Garung ein. Die maximale 
Geschwindigkeit sinkt von etwa 25cmm pro Minute bis auf 2,9 cmm 
pro Minute. Der Garungsrest ist etwa 0,11. Dauert die Vorbehandlung 
5 Minuten, so tritt eine praktisch genommen vollstandige Garungs- 
hemmung ein (Geschwindigkeit der Garung etwa 0,5 cmm pro Minute, 
d.h. Garungsrest etwa 0,02). Sogar nach einer viermal so langen Vor- 
behandlungszeit ist in dem aeroben Versuch (Ansitze 1 bis 8) keine 
Hemmung eingetreten. Wir miissen auch aus diesem Versuch schlieBen, 
dafi die Permeabilitat fiir Fluorid unter anaeroben Verhaltnissen auBer- 
ordentlich viel héher ist als unter aeroben. Weiter diirfte es klar sein, 
da®B das Eindringen des Fluorids hauptsiachlich waihrend der Vorperiode 
und nicht nach dem Einkippen der Glucose stattfindet oder, daB das 
Eindringen bei Anwesenheit von Glucose auBerst langsam vor sich geht. 
Diese SchluBfolgerung gilt allerdings nur fiir schwachere Fluorid- 
konzentrationen, so wie sie in dem vorliegenden Versuch verwendet 
wurden. 

Unter aeroben Verhiltnissen herrscht waihrend der Vorperiode eine 
Eigenatmung. Dagegen findet man bei der Biackerhefe, wie schon 
Stier und Stannard (13) hervorgehoben haben, keine Eigengirung. In 
Anbetracht dieser Tatsache liegt es nahe anzunehmen, daB die Kigen- 
atmung fiir die Permeabilitdt der Hefezelle von entscheidender Bedeutung 
ist. Wenn keine energieliefernden Reaktionen stattfinden, so wachst 
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die Permeabilitat der Zelloberflache fiir Fluorid. Deshalb findet man 
auch bei anaerob gehaltenen, nicht girenden Zellen, eine stark erhéhte 
Permeabilitat. Offenbar sinkt die Permeabilitét der Zelle fiir Fluorid 
noch weiter, wenn Glucose zugesetzt wird, die teils veratmet bzw. ver- 
goren, teils zu synthetischen Zwecken verwendet wird. 


Ein Vergleich zwischen den anaeroben Ansitzen ohne Cystein 
(Ansitze 11 bis 14) mit denjenigen mit Cystein (Ansitze 15 bis 18) 
macht es wahrscheinlich, da8 der Zusatz von Cystein auch anaerob 
die Permeabilitaét etwas erhéht. Die kurvenmaBig nicht dargestellte 
Garung des Ansatzes 11 ohne Cystein ist etwas starker als diejenige 
des Ansatzes 15 mit Cystein (maximale Geschwindigkeit 30 bzw. 25 emm 
pro Minute). Der Unterschied zwischen den beiden Ansitzen 12 und 16, 
in denen Fluorid gleichzeitig mit der Glucose eingekippt wurde, ist 
bedeutend gréBer (maximale Geschwindigkeit 10 bzw. 2,9cmm pro 
Minute, Garungsreste 0,33 bzw. 0,12). Auch bei einer etwas linger 
dauernden Vorperiode ist die Hemmung nach dem Einkippen der 
Glucose bei Anwesenheit von Cystein etwas stairker als wenn dieses 
nicht vorhanden ist. - 


Die niedrige Atmung der Cysteinansiatze erfaihrt keine oder nur 
eine ziemlich geringfiigige Hemmung durch Zusatz von Fluorid, wenn 
die oben genannten Konzentrationen von Fluorid und Cystein bei- 
behalten werden. Diese Frage soll hier nicht naher behandelt werden. 
Auf die Messung der Atmung in Ansatzen mit Cystein werden wir an 
anderem Orte zuriickkommen. 


7. Die Permeabilitét der Brauereihefe fiir Fluorid in bezug auf die Atmung. 


Die Brauereihefe besitzt nach allen von uns gemachten Erfahrungen 
fiir Fluorid eine gréfere Permeabilitdt als die Bédckerhefe. Es soll be- 
sonders erwihnt werden, daB Parallelversuche mit Brauerei- und 
Backerhefe ausgefiihrt wurden, in denen die Hefesuspensionen etwa die 
gleiche Menge von Zellen enthielten. Aus diesen Versuchen ergibt sich 
auch, daB die Brauereihefe anaerob fiir Fluorid noch empfindlicher ist 
als aerob. Wir weisen auf den Versuch, Tabelle 1 und Abb. 2, 8. 343 
zuriick. In diesem Versuch war die maximale Geschwindigkeit der 
Garung im Kontrollansatz etwa 8,5cmm pro Minute. In Ansatz 2 
wurde zur gleichen Zeit Glucose (5,8 - 10-2 mM) und Fluorid (6 - 10-?mM) 
eingekippt. Die maximale Geschwindigkeit betrug in diesem Ansatz 
etwa 3,4 cmm; diese Geschwindigkeit sank ziemlich bald ab, was darauf 
hindeutet, daB auch nach dem Einkippen der Glucose Fluorid in die 
Zelle eingedrungen ist. Derselbe Versuch mit Brauereihefe (aus dem 
gleichen Material) wurde unter anaeroben Bedingungen wiederholt, 
wobei eine praktisch genommen vollstaéndige Hemmung eintrat. Die 
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Bezeichnung x 2an. auf Abb.2 bezeichnet den anaeroben Umsatz 
nach 3 Stunden. Kurve 2 bezieht sich auf den aerob vorgenommenen 
Versuch, so daB die beiden Endwerte direkt miteinander vergleichbar 
sind. Die Unterschiede zwischen aeroben und anaeroben Verhaltnissen 
sind nicht so groB wie bei der Backerhefe, prinzipiell handelt es sich 
aber um ein ahnliches Verhalten. Die sehr geringe Atmung der Brauerei- 
hefe iibt wahrscheinlich auch einen hemmenden EinfluB auf das Durch- 
dringen des Fluorids durch die Zellober fliche aus. 


s. Uber die Permeabilitat fiir Fluorid bei einer an Substrat verarmten Hefe. 


Nach dem Vorangehenden scheint es wahrscheinlich zu sein, dab 
die Eigenatmung fiir die Permeabilitat der Hefezelle von groBer Be- 
deutung ist. Deshalb wurden in einer groBen Anzahl von Versuchen 
die Hefezellen (Baickerhefe) an Substrat verarmt. Dies geschah durch 
Schiitteln der Hefe iiber Nacht (etwa 20 Stunden) in dest. Wasser oder 
Pufferlésung. Nach dieser Behandlung ist die Eigenatmung praktisch 
genommen verschwunden. Wird in diesem Zustande Fluorid eingekippt, 
so dringt dieses schnell in die Zelle ein. 

Hier soll ein Versuch angefiihrt werden, in dem eine Hefesuspension 
etwa 20 Stunden lang in Waschflaschen teils mit, teils ohne Glucose 
geliiftet wurde. Es wurde etwa lcem 10° ige Glucoselésung und dann 
zweimal wahrend der Nacht 0,5cem 10°/,ige Glucoselésung zu 10 cem 
Hefesuspension zugesetzt. Die Hefe wurde nachher in der Zentrifuge 
abgeschleudert, zweimal mit dest. Wasser gewaschen und schlieBlich in 
0,2 mol. Bernsteinséurepuffer, py 5, aufgeschwemmt. Die Menge wurde 
dabei so gewahlit, da 50mg frischer Hefe 1 cem dieser Suspension ent- 
sprach, t = 25°. Die Versuchsanordnung ist aus Tabelle VI ersichtlich. 


Tabelle VI. Versuchsplan. 





Ansatz:||1 | 2/3 14/15 |61!/7 1! 8)! 9 | 10| 11/ 12| 18! 14 


SeitengefaB I: 


NaF 6-10-°mM ) — (|) + +) 4+,;+ +) -\|+/ +/+ 4+/+)- 
eingekippt nach 
(reas —'0 $0 0; 0; 0;—;0);/0 0: 0; 0 


SeitengefaB IT: 
Glucose 5,8 
-10-9mM.... | HE titi el ti tit te itl 


Kerees eres 0;0/ 5/10/20 40!'0 | 0 | 5 | 10; 20/40 
Verarmte Hefe. + + + +,5+4+ 4+ — | — as og Ge 
Mit Glucose ge- 

liftete Hefe . j—{|-—{|-— | -/- + + 4/4 4° 54+ -—- 4 


Mit dest. Wasser wurde das Volumen der Ansatze auf 2,4 cem erganzt; 
t 25°, Der Einsatz war mit 0,3 cem 10%iger KOH beschickt. Es wurde 
also der O,-Verbrauch gemessen. 


24* 








356 J. Runnstrém u. E. Sperber: 


Abb. 8 gibt das Ergebnis wieder: die Kurven fiir die Ansitze 7 de 
8, 9 und 10 sind nicht eingezeichnet worden, da sie so nahe mit Kurve | da 
zusammenfallen, daB sie von ihr nicht unterschieden werden kénnen sp 
Die Geschwindigkeit der Atmung ist méglicherweise in Ansatz 8 und 4 Ze 


etwas gréBer, in Ansatz 11 etwas geringer als in Ansatz 7, dem Kontroll- 
ansatz mit Hefe, die mit Glucose geliiftet worden war. Ebenso wenig 





















ist es méglich, die Kurven der Ansitze 3 bis 6 bzw. 13 getrennt ein. eo 
zuzeichnen. In allen diesen Ansitzen war die Atmung praktisch gleich 0. pa 
Aus diesen Angaben und Abb. 8 geht also hervor, daB in verarmter Hefe a 
. . die EKigenatmung fast verschwunden V 
me Heosmueees ist. An mit Glucose geliifteter Hefe 
ist eine Eigenatmung vorhanden, wie . 
dies aus Kurve 14 hervorgeht. In den 7 
2 4 * hy be 
pe: We Ansitzen mit Hefe, die mit Glucose a 
geliiftet worden war, herrschen die- C 
selben Verhiltnisse wie oben ge- : 
800;—_—— schildert. Bei der angewandten 
. Fluoridkonzentration ist die Hem- ny 
mung sogar nach einer 40 Minuten ee 
s00-— langen Vorperiode mit Fluorid sehr de 
gering. In Ansatz 12 ist die maximale se 
Geschwindigkeit etwa 7 cmm_ pro U 
400 Minute. Da die maximale Geschwin- D 
digkeit der Kontrollatmung etwa A 
9cmm ist, ist der Atmungsrest 0,8. al 
200 Wenden wir uns nun der verarmten ” 
Hefe zu, so ist bei ihr schon eine 
Hemmung bei gleichzeitigem Ein- ge 
0 7 7 if > zs, kippen vor’ Fluorid und Glucose zu D 
' as beobachten (Ansatz 2). Der At- 1S 
mungsrest ist etwa 0,8, also derselbe H 
wie bei der geliifteten Hefe, die 40 Minuten lang mit Fluorid vorbehandelt 
worden ist. Wird verarmte Hefe 5 Minuten lang mit Fluorid vor- 
behandelt, so ist die Hemmung beim Einkippen von Glucose schon 
vollstandig, was sich natiirlich nicht andert, wenn die Vorperiode ver- Ww 
langert wird (Ansitze 4 bis 6). Aus diesen Beobachtungen ergibt sich 7m 
eindeutig, da die Permeabilitaét fiir Fluorid durch die Substratver- w 
armung der Hefe auBerordentlich wachst, denn es ist schwer vorstellbar, Ww 
daB die Systeme im Innern der Zelle durch die Verarmung an Substrat ve 
an und fiir sich fiir die Fluoridwirkung empfindlicher werden sollten. al 
Kurve 2 zeigt auBerdem, daB die Permeabilitaét durch Zusatz von h 
Glucose unmittelbar zu der Zellsuspension wieder erniedrigt wird, die w 


Kurve miiBte sonst bald abbiegen. Statt dessen verliuft sie waihrend el 
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der ganzen Dauer des Versuchs geradlinig. Diese Beobachtung deutet 
darauf hin, daB nicht nur die Atmung fiir die Permeabilitaét eine Rolle 
spielt, sondern auch die Glucose, die wahrscheinlich als Baustoff der 
Zelloberfliche dient. 

Der Versuch zeigt also, daB die Zelloberfliiche der an Substrat ver- 
armten Hefe fiir Fluorid stark permeabel ist. Die Permeabilitat ist aber, 
wie unsere Erfahrung ergibt, sicher etwas geringer als bei anaerob 
gehaltener Hefe. Bei dieser ist im allgemeinen die Hemmung bei gleich- 
zeitigem Einkippen von Fluorid und Glucose vollstandiger als in den 
Versuchen mit verarmter Hefe. 

Der oben geschilderte Versuch wurde auch so ausgefiihrt, daB die 
Zellen wihrend der Durchliiftung mit einer m/10 Lésung von CaCl, 
behandelt wurden, die dann vor der Priifung der Empfindlichkeit 
gegen Fluorid ausgewaschen wurde. Es stellte sich heraus, daB der 
Ca-Zusatz ohne jegliche Wirkung auf das Ergebnis war. 

Es ware auch vorstellbar, daB die Zellen infolge des Durchliiftens 
mechanisch geschidigt werden. Der Versuch wurde deshalb so an- 
geordnet, da®B die Zellen in diinner Schicht geschiittelt wurden. AuBer- 
dem kamen horizontal gestellte Réhren zur Verwendung, die um eine 
zur Lingsrichtung der Réhre senkrechte Achse hin und her bewegt wurden. 
Unzweifelhaft ist diese Behandlungsweise weit schonender als die 
Durchliiftung mittels eines Luftstromes. Trotzdem wird bei beiden 
Anordnungen das gleiche Ergebnis gewonnen: Die Eigenatmung sinkt 
ab und die Permeabilitat fiir Fluorid wachst, so wie bereits oben ge- 
schildert. 

Bei anaeroben Versuchen wurde kein Unterschied zwischen mit Glucose 
geliifteter und verarmter Hefe beziiglich der Fluoridhemmung gefunden. 
Dies ist im Sinne unserer Ausfiihrungen verstandlich, denn anaerob 
ist kein Unterschied des Stoffwechsels von geliifteter und verarmter 
Hefe vorhanden. 


9. Uber die Beeinflussung der Eigenatmung dureh Fluorid. 


Aus den vorhergehenden Abschnitten ergibt sich, daB bei der ver- 
wendeten Methodik die Eigenatmung fiir die Permeabilitat der Hefe- 
zelle fiir Fluorid von entscheidender Bedeutung ist. Es ist deshalb 
wichtig zu wissen, wie die Eigenatmung selbst durch Fluorid beeinfluBt 
wird. Die Eigenatmung ist nun keine konstante Erscheinung, sondern 
von der Vorgeschichte der Hefe in hohem Mae abhangig. Es sei z. B. 
auf die schon mitgeteilten Ergebnisse iiber die ,. Verarmung‘ der Hefe 
hingewiesen, durch die die Eigenatmung zum Verschwinden gebracht 
wird. Anderseits kann die Eigenatmung nach Mastung mit Glucose 
erhéht werden. Die Eigenatmung ist hemmbar durch Fluorid, aber im 
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allgemeinen sind dazu verhaltnismaBig hohe Fluoridkonzentrationen not 


wendig. Es gilt auch, wenigstens innerhalb gewisser Grenzen, die Regel, 
daB, je stirker die Kigenatmung ist, sie um so weniger durch Fluorid- 


zusatz gehemmt werden kann. 


Eine haufig gemachte Beobachtung ist die, daB bei niedriger 
Fluoridkonzentration die Eigenatmung eher etwas gesteigert als herab- 
gesetzt wird. Dies war z. B. auch im folgenden Versuch zu beobachten, 


den Tabelle VII wiedergibt. 
Tabelle VII. 








Ansatz : 1 | 2 3 
SeitengefaB: 
ar 0853077 me. ok eek CAS — + “tt 
Hauptraum: 
50 mg frische Backerhefe in 1 ccm 
Bernsteinsiurepuffer py 6......... + + + 
CPR OD) TOME. i5.0ccs vc clengesees — — + 


Es wurde soviel destilliertes Wasser zugesetzt, daB das Volumen der 
Ansitze nach dem Einkippen 2,4 cem betrug, ¢ 25°. 


Die Eigenatmung nimmt, wie aus Abb.9 hervorgeht, ziemlich 
schnell ab. Im Ansatz mit Fluorid ist die Abnahme nicht so stark wie 
in der Kontrolle ohne Fluorid. Diése Erscheinung ist mehrmals beob- 
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achtet worden. In einigen Fallen trat zunichst eine Hemmung der 
Eigenatmung durch Fluorid ein. Die Hemmung ist aber nachher 
kompensiert worden, so da derselbe Wert wie in der Kontrolle bald 
erreicht worden ist. Man kann sich des Gedankens nicht erwehren, daB 
Fluorid in nicht zu hohen Konzentrationen eine Reizwirkung ausiibt, 
die zu einer Erhéhung der Atmung fiihrt, vgl. hierzu auch das oben 
8.348 Gesagte. 


Der Versuch umfaBt auch einen Ansatz mit Cystein. Dieser Stoff, 
der eine so starke Hemmung auf die Veratmung von Glucose (und auch 
von Brenztraubensaure, Alkohol, Essigsiure) ausiibt, hemmt die Eigen- 
atmung nicht. Fluorid, 5,6-10-?mM, hemmt in Anwesenheit von 
Cystein die Eigenatmung nicht. 
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Es ist interessant, daB, wenn Glucose in einen Ansatz wie 3 ein- 
gekippt wird, die Atmung fiir einige Zeit aufhért. Die Veratmung von 
Glucose wird von Cystein sehr stark gehemmt. Man sollte vermuten, 
daB wenigstens die Eigenatmung unter diesen Verhaltnissen bestehen 
bleibt. Dies ist aber nicht der Fall, was kaum anders erklart werden 
kann, als daB das Substrat der Eigenatmung durch die Glucose ver- 
dringt wird. 


Wird die Fluoridkonzentration auf 9 bis 12 - 10-2 mM pro Ansatz 
erhoht, so tritt eine mehr oder weniger ausgeprigte Hemmung der 
Eigenatmung ein. Wie schon hervorgehoben, ist der Hemmungsgrad 
auch von der Stirke der Eigenatmung auBerordentlich abhangig. 
Typische Versuche sind deshalb schwer auszufiihren, vgl. den weiter 
unten folgenden Abschnitt. 


10. Der Einflu8 von Thioglykolsiure auf die Permeabilitit von Fluorid. 


Die Thioglykolsiure hat erst in starkeren Konzentrationen dieselbe 
Wirkung auf Atmung und Garung wie Cystein [vgl. (11 b)]. Es hat sich 
aber herausgestellt, daB Thioglykolséure eine ausgesprochen erhéhende 
Wirkung auf die Permeabilitat fiir Fluorid ausiibt. 


Tabelle VIII. Versuchsplan. 





Ansatz : 1 2 3 4 


SeitengefaB I: 


WED FO oR UE vic cccccasssess — — + + 
zugefiigt mach Min................ | 0 0 
Seitengefa8 IT: 
Glucose 5,6-10-2mM ............ + + + ao 
zugefiigt nach Min. .............. 0 0 20 20 
Hauptraum: 
50 mg frische Backerhefe in Bern- 
steinsiurepuffer 0,2 mol., 1 ccm, | 
i Mics da wae dak cavakaeuk> see; + + + + 
Thioglykolsiure 2-10-?mM....... — + — + 


Im Einsatz 0,3 ccm 10%ige KOH. Das Volumen der Ansitze wurde 
durch Auffiillen mit dest. Wasser auf 2,4 cem gebracht. Die Thioglykolséure 
wurde vor der Verwendung mittels NaOH bis etwa zum pq des Ansatzes 
neutralisiert. 

Die Hemmung durch Fluorid (vgl. Abb. 10) ist nach Thioglykolsdure- 
zusatz, Ansatz 4, wesentlich stirker als in Ansatz 3 ohne Thioglykol- 
sdure. Dagegen liegt praktisch kein Unterschied zwischen der Ge- 
schwindigkeit der beiden Ansitze ohne Fluorid (Ansatz 1 und 2) vor. 
Die Thioglykolsiure iibt keine direkt schidigende Wirkung auf die 
Zelle aus, 6ffnet aber dieselbe fiir das Eindringen von Fluorid. Die 
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maximale Geschwindigkeit in den Ansitzen 1 und 2 ist etwa 9,5 emm 
pro Minute, in Ansatz 3 6,6, in Ansatz 4 0,25emm pro Minute. Die 
Atmungsreste sind folglich in den beiden letzteren Ansatzen 0,73 
bzw. 0,03. 

Dieser Versuch ist vielfach variiert worden. Mit gewissen Ver- 
schiedenheiten in den quantitativen Verhaltnissen blieb das Ergebnis 
immer dasselbe. Sogar beim gleichzeitigen Einkippen von Fluorid und 
Glucose tritt eine betrichtliche Hemmung in Anwesenheit von Thio- 
glykolsaure ein, wihrend im An- 








| ij 
cmm | | satz ohne Thioglykolsdure die 
1400 - =o +-—— —-$-— . r Y . 
| | Hemmung gering oder Null ist. 
| 
| | | Die Kurve 3, Abb. 10, zeigt 
| . os . 
ein ausgepragtes Abbiegen, das 


1200}---+-—_+— 
in der Kontrolle nicht vor- 
handen ist. Dies deutet an, 
900+ daB hier bei der verwendeten 
| Konzentration das Fluorid auch 
nach dem Einkippen der Glu- 
cose eindringt, wodurch die 
Hemmung verstarkt wird. 
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Es ist zu bemerken, daB 
die Konzentration des Fluorids 
in diesen Versuchen etwas héher 
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gewesen ist als die im allge- 
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meinen verwendete. Es han- 
delte sich hier um Zellen, die 
etwas unempfindlicher als ge- 
wohntich waren. Die starke 
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4 Hemmung durch Thioglykol- 
siure haingt vor allem von der 
Wirkung dieser Saure auf die 
EKigenatmung ab: Sie wird durch 
Thioglykolsiure herabgesetzt, ferner wird sie gegen Fluorid empfind- 
licher. Die Behandlung mit Thioglykolsaure wirkt in gewisser Hinsicht 
aihnlich wie die Verarmung an Substrat. 
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Abb. 10. 


Kurve 1 auf Abb. 11 gibt die Eigenatmung einer Suspension 
von Backerhefe (30 mg Backerhefe in Bernsteinsiurepuffer 0,2 mol., 
l cem + 1,4 com dest. Wasser, ¢ 25°) wieder. Kurve 2 stellt die Eigen- 
atmung nach Zusatz von 10-*mM Thioglykolsiure pro Ansatz dar, 
Kurve 3 die Eigenatmung nach einem weiteren Zusatz von 12 - 10-? mM 
Fluorid. Wie ersichtlich, macht der Zusatz von Thioglykolsiure die 
Kigenatmung fiir Fluorid empfindlicher. Bei Verwendung desselben 
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Materials ohne Thioglykolsiure war die Eigenatmung sogar gegen 
24-10-2mM Fluorid unempfindlich. Im allgemeinen tritt auch ohne 
Thioglykolsiure bei dieser Konzentration des Fluorids eine Hemmung 
der Eigenatmung ein. 




















Abb. 11. 


11. Einige negative Versuche iiber die Wirkung von Oxydoreduktions- 
systemen,. 

Im Vorhergehenden sind Beziehungen zwischen Oxydation und 
Permeabilitat fiir Fluorid festgestellt worden. Es ware natiirlich von 
groBer Bedeutung, in der Analyse dieser Beziehungen weiter vor- 
dringen zu kénnen. Die Méglichkeit, daB reversible Oxydoreduktions- 
systeme in der Zelloberfliche vorhanden sind und da ihre Oxydation 
bzw. Reduktion fiir die Permeabilitat von entscheidender Bedeutung 
ist, la4Bt sich erwigen. Auf Grund dieser Hypothese sind die Versuche 
mit Thioglykolsiure und Cystein unternommen worden. Es ergab sich, 
daB die Thioglykolsdure eine ausgesprochen erhbhende Wirkung besitzt. 
Die Versuche mit Cystein waren ebenfalls von Interesse, obgleich die 
Verhaltnisse hier beziiglich der Permeabilitatserscheinungen schwerer 
zu iiberblicken sind. Die Cysteinversuche waren besonders deshalb von 
Bedeutung, weil sich in ihnen die Gelegenheit bot, die Fluoridwirkung 
bei aerober und anaerober Garung zu vergleichen (vgl. oben, Abschnitt 6). 

Wiirde ein Sulfhydrylsystem in der Oberfliche der Zelle seinen 
Sitz haben, so sollte es méglich sein, dies in reduziertem Zustande durch 
Monojodessigsiure zu beeinflussen. Zu diesem Zwecke wurde Backer- 
hefe unter anaeroben Verhiltnissen bei py 7 mit m/500, m/1000 baw. 
m/2000 Jodacetatlésung 2'/, Stunden lang vorbehandelt. Es wurde 
damit gerechnet, daB bei diesem py die Jodessigsiure mit SH-Gruppen 
der Oberflache irreversibel reagiert, aber dagegen nicht in die Zelle 
eindringen wiirde [vg]. Runnstrém und Alm (10) und die dort angefiihrte 
Literatur]. Nach der Behandlung wurden die Zellen gewaschen und in 
Bernsteinsiurepuffer py 6 suspendiert. In dem in der beschriebenen 
Weise aerob durchgefiihrten Fluoridversuch stellte sich heraus, dab 
sich die mit Jodessigsiure vorbehandelten Zellen genau so verhielten 
wie die ohne Monojodacetat anaerob vorbehandelten. Die Permeabilitat 
fiir Fluorid ist im aeroben Versuch sehr gering, trotzdem die verhaltnis- 
maBig hohe Konzentration von 24-10-?mM pro Ansatz verwendet 
wurde. Anaerob hemmt diese Konzentration vollstindig. Wenn 
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anaerob ein vorwiegend reduzierter Zustand gewisser in der Zellober- 
flache befindlicher Systeme, aerob dagegen ein vorwiegend oxydierter 
Zustand derselben Systeme vorliegt, so wird offenbar die Oxydation 
dieser Systeme durch die erwihnte Vorbehandlung mit Jodessigsiure 
nicht gehemmt. | 

Falls nun Thioglykolsiure in den oben geschilderten Versuchen 
méglicherweise als Reduktionsmittel wirkt, ware es vorstellbar, dai 
die Dithiodiglykolsiure in entgegengesetztem Sinne wirken wiirde. 
Dithiodiglykolsiure in Konzentrationen von 0,01 bis 0,02 mM _ pro 
Ansatz hatte aber auf die Permeabilitét keine Wirkung. 

Ferner wurde die Méglichkeit erwogen, daB Ascorbinséiure einen 
EinfluB auf die Permeabilitét ausiibt. Trotz betrachtlicher Variationen 
der Konzentration wurde keine Beeinflussung der Permeabilitaét ge- 
funden. 

Vielfach variierte umfassende Versuche mit Chinon, Acetaldehyd, 
gelbem Ferment, Pyocyanin waren ergebnislos. Die Stoffe wurden vor 
allem unter anaeroben Verhiltnissen gepriift. Dabei lag die Vorstellung 
zugrunde, da diese Stoffe als Oxydationsmittel die unter anaeroben 
Verhaltnissen erhéhte Permeabilitét herabsetzen wiirden. Auch ver- 
armte Zellen wurden zu solchen Versuchen herangezogen, um zu priifen, 
ob ihre hohe Permeabilitét eventuell durch die Oxydationsmittel herab- 
gesetzt wird. Die Ergebnisse sprechen aber nicht zugunsten der ge- 
nannten Auffassungen. Chinon wirkt ziemlich stark schidigend, geht 
man aber mit der Konzentration geniigend herunter (1,8 - 10-3 mM pro 
Ansatz), so tritt keine Schadigung ein. Die Permeabilitét fiir Fluorid 
war in diesen Versuchen so unregelmaBig verandert, daB sich aus ihnen 
kein bestimmter SchluB ziehen lie8. Nur einzelne Versuche mit Chinon 
schienen fiir eine Herabsetzung der Permeabilitét zu sprechen, andere 
dagegen nicht. . 

‘SchlieBlich wurde auch der Farbstoff Porphyrexid in seiner Wirkung 
auf die Permeabilitét fiir Fluorid gepriift. Dieser Farbstoff wurde 
im hiesigen Laboratorium von Dr. Hhrensvird nach den Vorschriften 
von Kuhn und Franke (5) synthetisiert. Es soll hier nicht auf Einzel- 
heiten eingegangen werden, sondern nur festgestellt werden, daB in 
unseren Versuchen Porphyrexid die Fluoridwirkung nicht herab- 
gesetzt, sondern, wenn iiberhaupt beeinfluBt, eher etwas verstirkt hat. 


Diskussion. 


In dieser Arbeit wurde gezeigt, daB die Hemmung der Atmung 
und Garung durch Fluorid als Methode btenutzt werden kann, um die 
Permeabilitat der Zelloberfliche der Hefe zu bestimmen. Es sind vor 
allem die Verhaltnisse bei Backerhefe beriicksichtigt worden. Das 
wesentliche Ergebnis der Untersuchung ist, daB die Zellen unter 
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anaeroben Verhaltnissen fiir Fluorid ungemein starker permeabel sind 
als unter aeroben Verhaltnissen. Wir bringen dies damit in Zusammen- 
hang, da8 die Eigenatmung der Backerhefe von entscheidender Be- 
deutung fiir die Permeabilitét ist. Unter anaeroben Verhaltnissen ist 
diese natiirlich unterdriickt. Die Vorstellung ist wohl berechtigt, daB 
die Eigenatmung fiir die Struktur der Oberfliche von Bedeutung ist. 
Wird die Eigenatmung unterdriickt, so vergrébert sich die Struktur 
in irgendeiner Weise und die Permeabilitat waichst. Zumindest scheint 
diese Vorstellung zweckmaBig zu sein. Unter aeroben Verhaltnissen 
dringt Fluorid in der Konzentration kaum in die Zelle ein, mit der 
man anaerob eine fast vollstaéndige Hemmung erzielen kann. Die 
Eigenatmung kann durch Substratverarmung der Zellen oder durch 
Behandlung mit Thioglykolséure herabgedriickt werden. Auch unter 
diesen Verhaltnissen wachst die Permeabilitat der Zellen fiir Fluorid, 
obgleich nicht so stark wie unter anaeroben Verhaltnissen. 

Nach einer Vorbehandlung der Zellen mit Fluorid wurde in unseren 
Versuchen Glucose zugefiihrt. Die Geschwindigkeit des Sauerstoff- 
verbrauchs hingt nun von dem Grad des Eindringens von Fluorid 
wahrend der Vorperiode ab. Bei hohen Fluoridkonzentrationen kann 
auch dann eine starke Hemmung eintreten, wenn Glucose und Fluorid 
gleichzeitig eingekippt werden. Dasselbe gilt unter anaeroben Be- 
dingungen auch fiir verhaltnismaBig niedrige Fluoridkonzentrationen. 

Nach dem Einkippen der Glucose tritt eine weitere Herabsetzung 
der Permeabilitat fiir Fluorid ein. Dies ist daraus ersichtlich, daB die 
Kurven im allgemeinen ziemlich geradlinig verlaufen. Ihre Neigung ist 
abhangig vom Grade des Eindringens von Fluorid wahrend der Vor- 
periode. Diese Ergebnisse kénnen so gedeutet werden, daB die Atmung 
durch den Zusatz von Glucose waichst und da die Veratmung der 
Glucose besser als die schwachere Eigenatmung den Zustand der relativen 
Impermeabilitat der Zelloberfliche aufrechterhalten kann. Die starkere 
Atmung wiirde dann eine starkere Oxydation gewisser fiir die Per- 
meabilitat entscheidender Systeme herbeifiihren. Nun haben wir mit 
keinem der im Abschnitt 11 erwaihnten Oxydationsmittel eine Herab- 
setzung der Permeabilitét erzielen kénnen. Es ware aber voreilig, 
daraus schlieBen zu wollen, da&8 Oxydoreduktionen in der Zelloberflache 
fiir die Permeabilitat keine Rolle spielen kénnen. Es ist méglich, daB 
falls das adiquate Oxydationsmittel gefunden wird, eine Beeinflussung 
der Permeabilitét nachgewiesen werden kann. 


Das adaquate Oxydationsmittel ist mdglicherweise ein zelleigenes 
kompliziertes Enzymsystem. Es wurden bereits negative Versuche mit dem 
»gelben Ferment‘‘ erwahnt. Hervorgehoben mu aber werden, da8 wir 
nicht wissen, ob von auBen zugesetztes gelbes Ferment in die Zelle ein- 
dringen kann, das heiBt, unsere Versuche kénnen eine Beteiligung von 
gelbem Ferment nicht ausschlieBen. Wir kénnen es nicht unterlassen, in 














364 J. Runnstrém u. E. Sperber: 


diesem Zusammenhang auf die Wirkung des Nebennierenrindenhormons 
auf die Permeabilitétsverhaltnisse im Saugetierorganismus hinzuweisen. 
Es scheint uns nicht ausgeschlossen zu sein, da diese Wirkungen iiber 
gewisse Oxydationsvorgiéinge gehen, die zu den Permeabilitatserscheinungen 
gekoppelt sind. Nach Verzdr, Hiibner und Laszt (14) ist die Bildung von 
gelbem Ferment in Abwesenheit von Nebennierenrindenhormon auf- 
gehoben. Es kénnte sein, daf das gelbe Ferment bei denjenigen Oxydations- 
vorgangen beteiligt ist, die fiir die Aufnahme und Verteilung von Stoffen 
von Bedeutung sind. 

Im Laufe weiterer Untersuchungen stellte es sich als méglich 
heraus, daB Kohlenhydrate am Aufbau der Zelloberfliche beteiligt sind 
und da8 diese auch fiir die Permeabilitaétsverhaltnisse von entscheidender 
Bedeutung sind. In diesem Sinne spricht auch die Tatsache, daB Zusatz 
von Glucose auch anaerob das Eindringen von Fluorid verlangsamt. 
Die Backerhefe synthetisiert bekanntlich aus Glucose reichlich héhere 
Kohlenhydrate [vgl. Willstdtter und Rhedewald (18) und die dort an- 
gefiihrte Literatur]. Diese Synthese ist, wie wir aus bisher nur kurz 
verOffentlichten Beobachtungen schlieBen (12), an die Atmung oder 
Garung gekoppelt. Wir stellen die Hypothese auf, da8 sich auch in 
der Zelloberflache ahnliche synthetische Vorgainge abspielen, wobei 
die Atmung einen notwendigen Faktor darstellt. In geringerem Grade 
kann der Vorgang auch an die Garung gekoppelt vor sich gehen!. Wird 
der energieliefernde Stoffwechsel ausgeschaltet, so tritt Abbau ein und 
die dadurch erfolgende Veranderung der Struktur fiihrt zu einer Er- 
héhung der Permeabilitat fiir Fluorid. 


Willbrandt (16) hat eine interessante Beeinflussung der Permea- 
pilitat roter Blutkérperchen gewisser Tiere durch den Stoffwechsel 
entdeckt. Hemmung der Glykolyse durch Fluorid oder Jodacetat fiihrt 
zu Aufhebung der Kationenimpermeabilitét und starkem Salzverlust. 
Die Analogie mit den von uns gefundenen Vérhaltnissen liegt auf der 


Hand. 


Moruzzi (7) hat gefunden, daB sowohl die Glykolyse wie auch die 
durch Zusatz von Methylenblau verstirkte Sauerstoffaufnahme der 
roten Blutkérperchen durch Fluorid gehemmt wird. Die Hemmung 
durch Fluorid ist unter anaeroben Verhaltnissen stirker als unter 
aeroben. Ferner hat Moruzzi festgestellt, daB mit isotonischer NaCl- 
Lésung gewaschene Blutkérperchen fiir Fluorid empfindlicher sind als 
nicht gewaschene, an denen noch Spuren von Serum haften. Die Ergeb- 
nisse von Moruzzi erinnern sehr an die von uns friiher (1] a) und oben ge- 
schilderten. Dr. Moruzzi hat selbst darauf hingewiesen und meint 
nach brieflicher Mitteilung, daB seine Ergebnisse in demselben Sinne 


! Vgl. eine inzwischen erschienene Mitteilung von Runnstrém, Sperber 
und Feller, Naturwiss. 26, 547, 1938. 
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gedeutet werden kénnten wie die unsrigen. Analog zu unseren Ergeb- 
nissen ist auch die Beobachtung von Hill (4), daB Veratrin nur unter 
anaeroben Bedingungen in die Nerven eindringt (vgl. im tibrigen die 
zusammenfassende Darstellung von Willbrandt (1938), in der auch die 
einschligige Literatur angefiihrt ist). 


Dixon hat neuerdings die Hypethese aufgestellt, daB die Permea- 
bilitat tierischer Zellen unter anaeroben Verhiltnissen gesteigert ist 
[vgl. seine zusammenfassende Darstellung (2)!. Es handelte sich in 
seinen Versuchen besonders um Gehirnzellen. Dixon hat die genannte 
Steigerung der Permeabilitét nicht direkt nachgewiesen, hat aber 
verschiedene Wahrscheinlichkeitsgriinde fiir sie herangezogen. 


Nach Dixon ist die erhéhte Permeabilitét die Ursache dafiir, dab 
die Kohlenhydrate unter anaeroben Bedingungen rascher umgesetzt 
werden als unter aeroben. In analoger Weise erklirt er auch die aerobe 
Aufhebung der ,, Pasteurschen Reaktion‘‘, die unter gewissen Umstanden 
erfolgen kann. Wir wollen erst in einer spateren Arbeit auf Grund 
weiterer Experimente zu der Auffassung von Dixon Stellung nehmen. 
Die angefiihrten Arbeiten wurden nur zitiert, um darauf aufmerksam 
zu machen, daB die bei der Hefe erhobenen Befunde vielleicht auch 
fiir tierische Zellen Giiltigkeit besitzen. 


Die Permeabilitatsverhaltnisse sind fiir Elektrolyte und An- 
elektrolyte erheblich verschieden. Es fragt sich, ob Fluorid als Ion 
oder als undissoziiertes Molekiil in die Zelle eintritt. Dafiir, daB letzteres 
der Fall ist, spricht die Beobachtung, da$8 die Fluoridhemmung der 
lebenden Brauereihefe bei Erhéhung des py gegen 7 schnell abnimmt. 
Die Hemmung war bei Zusatz von 6-10-?mM NaF pro Ansatz bei 
pu = 7 praktisch 0. Demnach liegt es nahe anzunehmen, daB es die 
undissoziierten H F-Molekiile sind, die in die Zelle eindringen. 

HF dissoziiert in H* und F’, die Dissoziationskonstante betrigt 7,4+ 1074. 

(HF, } 
[FY] (HF | 


AuBerdem tritt eine Assoziation ein: HF + F’ = HF), wobei 
4,7. 

Aus diesen Angaben (1) laBt sich der Gehalt an undissoziierten H F- 
Molekiilen bei verschiedenen py-Werten annahernd berechnen. Dies wurde 
fiir eine Lésung von 2,5+ 10-?mM NaF pro ccm (6+ 10-2 mM pro Ansatz 
2,4 cem) durchgefiihrt: 








[H) {HF} °/> (HF) {H] [HF] lo [HF] 
10-2 0,0229 92 10-6 0,000 3 1,2 
3-10-78 0,0194 78 3-10°° 0,000 1 0,4 
107% 0,0136 54,5 19-* 0,000 03 0,12 
3-10-4 0,0069 27,6 3-10-77 0,000 01 0,04 
10-* 0,0029 11,6 10-7 0,000 003 0,012 
3-10°° 0,0010 4 3-10-* 0,000 001 0,004 
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Moruzzi (7) veréffentlichte einige sehr schéne Kurven iiber die 
pu-Abhangigkeit der Hemmung durch Fluorid bei roten Blutkérperchen. 
Auch hier findet man ein starkes Abnehmen der Hemmung mit steigen- 
dem pu. Die Hemmung erstreckt sich hierbei jedoch weiter in das 
alkalische Gebiet als bei der Brauereihefe. Es hat sich auch bei unseren 
weiteren Studien als wahrscheinlich herausgestellt, daB das Fluorid in 
Form von undissoziiertem H F in die Zellen eindringt. 









Zusammenfassung. 


Die Zelloberflache setzt dem Eindringen von Fluorid in die Hefe- 
zelle einen Widerstand entgegen. Durch Trocknen der Zellen kann 
dieser Widerstand aufgehoben oder stark vermindert werden. Die 
Geschwindigkeit, mit der Fluorid in die Zelle eindringt, wird durch die 
Hemmung bestimmt, die es auf die Atmung oder Garung ausiibt. Versuche 
mit getrockneten Zellen machen es wahrscheinlich, daB der Grad der 
Hemmung innerhalb gewisser Grenzen proportional der Fluoridkon- 
zentration im Innern der Zelle ist. 

Die Zellen der Backerhefe sitid unter anaeroben Bedingungen fiir 
Fluorid ungemein stairker permeabel als unter aeroben. 

Brauereihefe ist fiir Fluorid permeabler als Backerhefe. Auch sie 
zeigt eine Erhéhung der Permeabilitét unter anaeroben Bedingungen. 
Doch sind bei Brauereihefe die Unterschiede zwischen aeroben und 
anaeroben Bedingungen geringer als bei Backerhefe (Abschnitt 7). 

In den Versuchen mit Backerhefe wurde nicht nur die Hemmung 
von Atmung und Garung unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
verglichen (Abschnitt 4), sondern es wurde auch gezeigt, daB die Atmung 
viel starker gehemmt wird, wenn die Zellen zuerst wahrend einer kurzen 
anaeroben Vorperiode mit Fluorid behandelt werden (Abschnitt 5). 
Durch Zusatz von Cystein war es méglich, bei der Backerhefe eine starke 
aerobe Girung hervorzurufen, wobei sich ergab, daB die anaerobe 
Garung durch Fluorid viel schneller gehemmt wird als die aerobe (Ab- 
schnitt 6). Das schnellere Eindringen von Fluorid unter anaeroben Ver- 
haltnissen konnte im hiesigen Institut durch eine direkte chemische 
Methode bestatigt werden (/. Malm). 

Die Eigenatmung ist fiir die Permeabilitét von entscheidender 
Bedeutung. Wird sie auf die eine oder andere Weise unterdriickt, so 
steigt die Permeabilitat fiir Fluorid. Die Eigenatmung der Hefe kann 
durch Substratverarmung der Hefe (Abschnitt 8) oder Behandlung mit 
Thioglykolsaure (Abschnitt 10) herabgedriickt werden. 

Wird zur Hefesuspension Glucose gegeben, so wird hierdurch die 
Permeabilitat fiir Fluorid stark vermindert (Abschnitt 6 und 8). 

Es wurden verschiedene Versuche mit Oxydoreduktionssystemen 
ausgefiihrt, um zu ermitteln, ob diese die Permeabilitat beeinflussen 
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(Abschnitt 11). Es ergab sich, daB dies nicht der Fall ist. Trotzdem 
bleibt es aber wahrscheinlich, daB komplizierte Oxydoreduktions- 
systeme, die ihren Sitz in der Zelloberflache haben, fiir die Permeabilitats- 
erscheinungen von entscheidender Bedeutung sind. 
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Bemerkung iiber gelbe Fermente. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 25, Juli 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Spaltung des alten gelben Ferments. 

Die Methode, mit der H. Theorell! die Proteinkomponente des 
gelben Ferments gewonnen hat (72 stiindige Dialyse gegen Salzsaure usw.), 
haben wir durch eine einfachere Methode ersetzt, bei der beide Kompo- 
nenten des Ferments, Protein und prosthetische Gruppe, im Laufe 
etwa einer Stunde mit guter Ausbeute erhalten werden. Das Prinzip ist 
das bei der Spaltung der Aminosiureoxydase angewandte?: Spaltung 
mit Salzsiure in Ammonsulfatlésung. 

Ausgangsmaterial war gelbes Ferment aus Hefe, nach unserer 
Vorschrift® aus Lebedew-Saft angereichert, nach H. Theorell! durch 
Kataphorese gereinigt. Das Ferment war 6 Monate im Eisschrank unter 
Ammonsulfatlésung aufbewahrt worden. 

20 ccm der Fermentsuspension wurden hochtourig zentrifugiert, 
die farblose Ammonsulfatlésung Wurde abgegossen, der Riickstand 
wurde in 12,5cem Wasser zu einer klaren gelben Lésung geldst, die, 
optisch bestimmt, 1,55-10-6 Mole Ferment enthielt (mit Ayg5 1, 

2,4 - 107 qem/Mole berechnet). 

Zu den 12,5 ccm der wasserigen Fermentlésung wurden 12,5 ccm 
gesittigte Ammonsulfatlésung gegeben, wobei kein Niederschlag fiel. 
Dann wurde auf 0° gekiihlt und 4,4 ccm kalte n/10 Salzsiure unter 
lebhafter Bewegung der Lésung zugefiigt. px war dann etwa 2,8, 
Kongopapier wurde eben gebliut. Es fiel ein farbloser Niederschlag, 
der von einer gelben Mutterlauge bei 0° durch Zentrifugieren ge- 
trennt wurde. 

Protein. Der Niederschlag wurde auf der Zentrifuge bei 0° mit 
25 ccm halbgesittigtem Ammonsulfat gewaschen. Die Waschfliissigkeit, 
die ein wenig gefarbt war, wurde abgegossen und verworfen, der Nieder- 
schlag wurde in 2 cem m/2 Phosphat des px 7,4 bei 0° gelést und mit 
Wasser auf ein Volumen von 15,5 cem gebracht. Da wir von 1,55 
- 10 ® Molen gelbem Ferment ausgegangen waren, so sollte 1 ccm der 
,,Proteinlésung*‘ 1,0 - 10-7 Mole aktives Protein enthalten, wenn die 


1 H. Theorell, diese Zeitschr. 278, 263, 1935. —?O. Warburg u. W. Chri- 
stian, ebenda 298, 150, 1938. — * Dieselben, ebenda 266, 377, 1933. 
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Ausbeute an aktivem Protein bei dem Verfahren 100°, ware, d. h. 
wenn kein Protein denaturiert und kein Protein von den Ammon- 
sulfatlésungen gelést worden wire. 

Prosthetische Gruppe. Die Mutterlauge des Proteins (ohne die 
Waschfliissigkeit) wurde mit 2 ccm m /2 Phosphat des py 7,4 neutralisiert, 
eine Triibung wurde hochtourig abzentrifugiert. Das Volumen der 
Lésung war dann 28,2ccm. Sie enthielt, optisch bestimmt, 1,16 
-10-® Mole Flavin (mit P4509 m. 2,6-°107 qem/Mole berechnet). Die 

1,16 - 10-8 
Ausbeute an prosthetischer Gruppe war also BB. 10-8 100 = 75%, 
wenn die Waschfliissigkeit des Proteins verworfen wurde (was geschah, 
um die Lésung der prosthetischen Gruppe nicht zu sehr zu verdiinnen). 

Beide Lésungen, die ,, Proteinlésung‘‘ und die Lésung der prostheti- 
schen Gruppe, kurz ,,Flavinlésung‘‘ genannt, waren ‘im Eisschrank 
haltbar. 

Die Lésungen reichen, wenn man von den angegebenen Mengen 
an gelbem Ferment ausgeht, fiir mehrere hundert manometrische 
Versuche. Im Test mit Robisonester als Substrat und Pyridinproteid 
als Wasserstoffiibertrager braucht man pro Gefi® etwa 3,0 - 10-* Mole 
gelbes Ferment. In diesem Test wurden Gemische der ,,Protein“- und 
, Flavin’-Lésungen mit ungespaltenem gelbem Ferment verglichen: 


38°. Im Einsatz Kalilauge. Im Gasraum reiner Sauerstoff. 





I Il Ill IV V 


Hauptraum.... 2,0ccem H,0, 
0,2 ecm einer 
0,25 molaren 
Lésung des 
K-Salzes des 
Robisonesters, bait ak, Oy ae 

Pu 7,4, 
0,2 mg 
, Zwischen- 
ferment“, 
0,2 cem 
n/20 KCN 





Protein aus Protein aus 
3,0 - 10-9 Mole 6,0 - 10-9 Mole 


1,5 - 10-9 Mole 3,0 - 10-9 Mole gelbem gelbem 
—_ » Selbes » gelbes Ferment Ferment 
Ferment — Ferment ; : 
ungespalten* | ungespalten‘‘ 3,0 - 10-9 Mole 3,0 - 10-9 Mole 
,, Flavin‘ ,, Flavin‘ 
EG Sua ces 0,1 mg 
Triphospho- | re 
Pyridin- | , 
Nucleotid 
Nach Einkippen | 
des Birnen- | 
inhalts 
emm QO, in 10’ —1 — 27,3 — 55,5 — 43 — 52,8 
in 10’ —1] — 21,0 - 44,9 — 35,8 — 43,6 
Biochemische Zeitschrift Band 298. 25 
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Aus dem Protokoll folgt: 
Aus Gefaip I, daB der Test ohne gelbes Ferment reaktionslos ist. 


Aus den Gefaifpen II und III, daB die Ausschlige im Test nahezu 
proportional der Konzentration des gelben Ferments sind. 


Aus den Gefapen III und IV, daB die Ausbeute an aktivem Protein 










43 
bei der Spaltung —_- - 100 = 78 % betragt. 
55,5 


es, 


Aus den Gefiipen 111 und V (UberschuB an Protein gegen Flavin), 


52,8 
daB von dem Flavin der ,,Flavinlésung“ ~~ 


-100 = 95% als prostheti- 
55,5 


sche Gruppe wirksam sind. 


Anmerkung. Um die Resynthese des gelben Ferments einem gréBeren 
Kreis zu zeigen, mischen wir die Lésungen der beiden Komponenten vor 
dem Schwarzglas einer Analysenquarzlampe. Gibt man dabei die griin 
fluoreszierende Flavinlésung tropfenweise in die nichtfluoreszierende 
Proteinlésung, so sieht man, wie die griinfluoreszierenden Tropfen in der 
Proteinlésung zu Boden sinken, wie aber die Fluoreszenz bei der Zerteilung 
der Tropfen in der Proteinlésung erlischt.' Denn die Flavin-Proteinverbin- 
dung, das Ferment, fluoresziert nicht. Erst wenn alles Protein mit Flavin 
verbunden ist, bleibt die Fluoreszenz weiter hinzugefiigten Flavins bestehen. 
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2. Synthese eines neuen gelben Ferments. 


Eine Lésung der Proteinkomponente des alten gelben Ferments! 
in m/100 Phosphat des py 7,4, nach Abschnitt 1 gewonnen, enthielt 
pro ccm 1,0- 10-7 Mole Protein. Die Lichtabsorption der Proteinlésung 
wurde in dem Wellenlingengebiet zwischen 320 und 540 mu gemessen. 

Zu der Proteinlésung und zu einer m/100 neutralen Phosphatlésung 
wurde soviel Alloxazin-Adenin-Dinucleotid gegeben, da in beiden 
Lésungen die Konzentration c des Dinucleotids 0,33 - 10-7 Mole /ccm 
war, In der Proteinlésung war also das Protein gegen das Dinucleotid 
in dreifachem UberschuB. 

Fir beide Lésungen, die proteinhaltige und die proteinfreie, wurde 
die Lichtabsorption in dem Wellenlaingengebiet zwischen 320 und 
540 mp gemessen (Schichtdicken d = 1,30 em). War die Lichtschwachung 


SS ee” Ce ee or ae ee ol lel 


; i 
auf dem Lichtweg d ohne Dinucleotid | °| und mit Dinucleotid (‘| , SO 
. 1 2 


waren die Absorptionskoeffizienten des Ferments: 


pm ea m(3) (3) 


1 Die Proteinlésung war 12 Tage alt, d. h. sie war 12 Tage vorher durch 
Spaltung des alten gelben Ferments gewonnen worden. 
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| qcem/Mole. 
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Das Ergebnis der Messungen ist in Abb. 1 graphisch dargestellt. 


i 
In dem gemessenen Wellenlingengebiet war (7) fiir die Phosphat- 
i], 


i \ 
lésung 0 und fiir dje Proteinlésung klein gegen | | : 
i 
2 


Aus der Abb. 1 sieht man, daB das Protein des alten gelben Ferments 
die Banden des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids nach dem Langwelligen 
verschiebt, die Bande 375 mu 
um 5 my nach 380 mu, die 
Bande 450 mu um lid mu 
nach 465 mu. Zum Vergleich 
geben wir die Lagen der ent- 
sprechenden Banden an, die 
fiir Alloxazin-Mono-Nucleotid 
und seine Proteinverbindung, 
das alte gelbe Ferment, ge- 
funden worden sind!: 





Alloxazin-Mono-Nucleotid: 
375 my, 450 mu, 


Alloxazin-Mono-Nucleotid 
+. Protein: 
380 mu, 465 mu. 





Das Protein des alten ‘ 


cabinet ORE: SEER? GERSON WGA TERES | 











gelben Ferments verschiebt 320 3¥0 360 380 ¥00 420 440 460 ¥80 500 S20 5 


A— mp 


also die beiden langwelligen 
Banden des Alloxazin-Adenin- 
Dinucleotids um die gleichen 
Betrage, um die es — bei der 


Abb. 1. Absorptionsspektrum des Alloxazin-Adenin- 
Dinucleotids in neutraler Lésung (py 7,4). 
° © in m/100 Phosphatlésung, 
<———- x in m/100 Phosphatlésung + Protein des 
alten gelben Ferment. 








Bildung des alten gelben Fer- 
ments — die entsprechenden Banden des Alloxazin-Mono-Nucleotids 
verschiebt, d. h. Alloxazin-Adenin-Dinucleotid verbindet sich mit der 
Proteinkomponente des alten gelben Ferments in ahnlicher Weise, wie 
das Alloxazin-Mono-Nucleotid. 

Die neue Verbindung hat auch dieselben katalytischen Eigenschaften 
wie das alte gelbe Ferment: Sie iibertrigt Wasserstoff des Dihydro- 
Pyridins der Pyridin-Nucleotide auf molekularen Sauerstoff. Das neue 
gelbe Ferment kann also das alte gelbe Ferment als Sauerstoffiibertrager 
z. B. in der ,,Robisonester-Oxydase“ ersetzen. 

10. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 980, 1932; diese 
Zeitschr. 268, 228, 1933; H. Theorell, ebenda 278, 263, 1935. 
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O. Warburg u. W. Christian: 


Um die Wirksamkeiten der beiden gelben Fermente zu vergleichen, 
geben wir zu Robisonester und Triphospho-Pyridin-Proteid die Protein- 
komponente des alten gelben Ferments und dann gleiche und im Ver- 
gleich zur Proteinkomponente kleinere Mengen an Alloxazin-Mono- 
Nucleotid und Alloxazin-Adenin-Dinucleotid. Sattigen wir die beiden 
Lésungen mit Sauerstoff, so sind die Geschwindigkeiten der Sauerstoff- 
aufnahme ein Ma der sauerstoffiibertragenden Wirksamkeiten der 
beiden gelben Fermente: 


38°, Einsatz KOH. Gasraum reiner Sauerstoff. py 7,4. 








0,2 cem einer 0,25 
molaren Lésung des 
K-Salzes des Robison- 
esters, 
0,2 mg Zwischenferment, 
0,2 cem n/20 KCN 


Hauptraum........ 2ccm H,0O, | 


4-10-9 Mole Protein 4-10-9% Mole Protein 


2,84 - 10-9 Mole 2,84 + 10-9 Mole 
Alloxazin-Mono- Alloxazin-Adenin- 
Nucleotid Dinucleotid 
| ever ore ear k 0,1 mg Triphospho- | 
Pyridin-Nucleotid | . . 
Nach Einkippen 
des Birneninhalts 
emm QO, in 10’ —1 | — 37 — 26 


Die sauerstoffiibertragende Wirksamkeit der Dinucleotidverbindung 
des Proteins betragt also etwa 70 °,, der Wirksamkeit der Mono-Nucleotid- 
Verbindung. 

Bisher ist die Dinucleotidverbindung nur kiinstlich, durch Synthese 
aus ihren Komponenten, gewonnen worden. Da aber Alloxazin-Adenin- 
Dinucleotid weit verbreitet in der Natur ist, so ist es wahrscheinlich, 
daB.die Dinucleotidverbindung des Proteins auch in der Natur vor- 
kommt. 

Man kénnte umgekehrt sogar daran denken, daB das alte gelbe 
Ferment kein Naturprodukt ist, sondern ein Abbauprodukt der Di- 
nucleotidverbindung, entstanden durch Abspaltung von Adenylsaure 
im Laufe der Isolierung, etwa bei der Bereitung des Lebedew-Saftes. 
Dann ware im Leben die prosthetische Gruppe der gelben Fermente 
nur das Alloxazin-Adenin-Dinucleotid und erst mit der Isolierung des 
Dinucleotids wire eine Entwicklung zum Abschlu8 gebracht, die 1932 
mit der Isolierung des einfachsten Flavins, des Luminoflavins, begann 
und iiber Riboflavin und Alloxazin-Mono-Nucleotid zu dem Alloxazin- 
Adenin-Dinucleotid fiihrte. 


3. Ubersicht. 
Trennen wir von einem Ferment seine prosthetische Gruppe, so 
erhalten wir ein Protein, dem wir in dem System der chemischen Nomen- 
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klatur! dieselben Indizes geben, wie dem konjugierten Protein, aus dem 
es gewonnen wurde. Ist also z. B. die Aminosaiureoxydase 


Alloxazin-Adenin-Proteidg, 4 minosiuren: 
so ist ihr Proteinteil 
Proteing, Aminosauren ° 
Dann erhalten die bisher in diesem Institut isolierten gelben Fer- 


mente und ihre Proteinteile folgende Bezeichnungen: 





Proteine Fermente 


P F Dp = 
1. Proteing, Dihydropyridin Alloxazin-Prote ido, Dihydropyridin 
Alloxazin-Adenin- 


2. Proteing 
2» 5 ° 
Proteidy 


Dihydropyridin 
2, Dihydropyridin 
Alloxazin- Adenin- 

Proteid 


3. Protein yethylenblau), Dihydropyridin 


(Methylenblau), Dihydropyridin 
Alloxazin- Adenin- 


4. Proteing | 
a Proteid , 


Aminosiuren 
2, Aminosduren 


Alloxazin- Adenin- Proteidy, 


> » 
5. Prote iN, », Xanthin 


Xanthin 
Bemerkungen. Zu 1: Warburg u. Christian 1932, Theorell 1934. Zu 2: Warburg u. 

Christian 1938. — Zu 3: Haas 1938. — Zu 4: Warburg u. Christian 1938, Negelein u. Brimel 

i — Zu 5: Eric G. Ball Science 88, 131, 1938. 

wozu zu bemerken ist, daf Ferment 5, die Xanthinoxydase, bisher aus 

Protein und Alloxazin-Adenin-Dinucleotid nicht resynthetisiert werden 

konnte. 

Von den vier in der Ubersicht angefiihrten Proteinen ist nur eines 
imstande, mit beiden Alloxazin-Nucleotiden, dem Mono-Nucleotid und 
dem Dinucleotid, ein Ferment zu bilden: das Proteing,  pinyaropyriain: 
Die anderen Proteine bilden mit dem Mono-Nucleotid keine wirksamen 
Fermente. 

In jedem Falle ist es das Protein, das die spezifische Reaktions- 
fahigkeit des Alloxazins in den Fermenten bestimmt. 

Die Fermente | und 2 enthalten verschiedene prosthetische Gruppen, 
aber das gleiche Protein. Das Alloxazin beider Fermente reagiert mit 
Dihydropyridin, das Dihydroalloxazin beider Fermente reagiert mit 
molekularem Sauerstoff etwa gleich schnell. 

Die Fermente 2 und 3 enthalten die gleiche prosthetische Gruppe, 
aber verschiedene Proteine. Das Dihydroalloxazin des Ferments 2 
reagiert schnell, das Dihydroalloxazin des Ferments 3 reagiert nur 
langsam mit molekularem Sauerstoff. 

Die Fermente 3 und 4 enthalten die gleiche prosthetische Gruppe, 
aber verscniedene Proteine. Das Alloxazin des Ferments 3 reagiert 
nur mit Dihydropyridin. Das Alloxazin des Ferments 4 reagiert nur 
mit Aminosauren. 


1 O. Warburg, Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938. 
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Von dem Protein hangt es auch ab, in welchem MaBe das Alloxazin- 
spektrum verschoben wird, wenn prosthetische Gruppe und Protein 
sich zu dem Ferment vereinigen. 

Die Alloxazinbande 450 my sowohl des  Alloxazin-Mono- 
Nucleotids wie des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids wird von dem 
Proteing,  pinydropyridin, bei der Bildung der Fermente 1 und 2, von 450 
auf 465 my verschoben. Die gleiche Alloxazinbande 450 my wird von 

j s E é 
dem Proteinyfethyienbiau, Dihydropyridins Dei der Bildung des Ferments 3, 
nur von 450 auf 455 my verschoben. 

Anmerkung. Die Regel, daB das Protein die Substanz bestimmt, mit 
der das Alloxazin eines gelben Ferments reagiert, gilt auch, wie hervor- 
zuheben vielleicht nicht iiberfliissig ist, wenn ein- und dasselbe Alloxazin- 
proteid, das Ferment 1, in den verschiedensten Oxydasesystemen als Sauer- 
stoffiibertrager wirksam ist. Denn in diesen Oxydasesystemen reagiert das 
Ferment 1 niemals mit’ den verschiedenen Substraten, die in der Bilanz 
verschwinden, sondern immer nur mit dem Dihydropyridin der Pyridin- 
Nucleotide. 


4, Geschwindigkeitskonstanten der stéchiometrischen Fermentreaktionen. 


Ubertragt ein gelbes Fermént Sauerstoff, so sind die stéchio- 
metrischen Reaktionen des Ferments, auf denen seine katalytische 
Wirkung beruht: 


Alloxazinproteid +- H,R = Dihydro-Alloxazinproteid + R, 
Dihydro-Alloxazinproteid + Os = Alloxazinproteid + H,0,. 


Wegen der groBen Geschwindigkeit dieser Reaktionen ist es 
schwierig, ihre Geschwindigkeitskonstanten direkt zu messen. Variiert 
man aber bei der Katalyse die Konzentration des Sauerstoffs, so be- 
stimmt, je nach der Konzentration des Sauerstoffs, die erste oder zweite 
Reaktion die Geschwindigkeit der Katalyse und man kann die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der stéchiometrischen Fermentreaktionen 
beréchnen. 


Es sei in einem katalytischen System: v die Geschwindigkeit der 
Sauerstoffiibertragung, C die Gesamtkonzentration des gelben Ferments, 
Cox die Konzentration des oxydierten gelben Ferments, c¢,.q die Kon- 
zentration des reduzierten gelben Ferments, co, die Konzentration des 
Sauerstoffs, cp, die Konzentration der Substanz, die das gelbe Ferment 
reduziert. 

Dann ist 

C = Cox + Cred, (1) 


und im stationiren Zustand der Katalyse, in dem die Geschwindigkeiten 
aller Einzelreaktionen gleich sind 

v=k,,: Crea “CO, (2) 

=v = kred ‘Cox “Cp; (3) 
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wo k,, und k,,4 die Geschwindigkeitskonstanten der scheinbar! bimole- 
kularen stéchiometrischen Fermentreaktionen sind. 
Aus (1), (2) und (3) folgt: 


kox : Co, ; kred ‘CR 


sev: kox ‘Co, + Krea * Cr © 

Fiir groBe Werte von co, 
v, = C-Cr- kreg- (4a) 

Fiir kleine Werte von cy, 
V2 = C+ C9, + kox. (4b) 


Aus den beiden letzten Gleichungen kann man k,, oder kypq be- 
rechnen. Denn die anderen GréBen, die auf den rechten Seiten der 
Gleichungen (4a) und (4b) vorkommen, sind im allgemeinen bekannt; 
die Geschwindigkeiten v der Katalyse kénnen manometrisch bestimmt 
werden. 

Anmerkung 1. Bei den Anwendungen der Gleichung (4) ist es nicht 
notwendig, die beiden Grenzbedingungen (4a) und (4b) zu erfiillen, vielmehr 
geniigt es im allgemeinen, eine der beiden Grenzbedingungen, entweder (4a) 
oder (4b) zu erfiillen. Ist zum Beispiel (4a) erfiillt, aber (4b) nicht erfiillt, 
so sind die Geschwindigkeiten der Katalyse v, und », 


v, = C-cR-kreds (4a) 


kox «CO, * Kred * Cr 


asta Kox + CO, + rea *¢R . (4) 
woraus folgt 
krea = a ? (4a) 
Cr: C 
kox = V2 = ‘ (5) 
co,-€-(1- 2) 


Anmerkung 2. Fiir die gelben Fermente ist, bei Abwesenheit von 
Katalase, 
dco, d Cox d Crea 


ge Slee Fe g® 


e 
| 


b J 


das heiBt, wenn 1 Molekiil Sauerstoff verschwindet, wird 1 Molekiil gelbes 
Ferment oxydiert oder reduziert. 
Ist aber das sauerstoffiibertragende Ferment, zum Beispiel das Kupfer- 
proteid Polyphenoloxydase so ist 
dco, 464) Acrea 1 


o= = ° === 


BB, Oe Oey eee 


1 O. Warburg, Ergebn. d. Fermentforsch. 7, 210, 1938. 
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Dann tritt also in den Gleichungen (2) bis (5) ein Zahlenfaktor auf, 
der der Aquivalenz zwischen Sauerstoff und Wirkungsgruppe Rechnung 
tragt, und man erhalt in diesem Falle statt (4a) und (5) 


40, 
kKred = cr: C ’ 
4v, 
kox = ; me 
eo, -¢(1—*2) 


vy) 

Beispiel. Als Beispiel sei ein katalytischer Versuch beschrieben, 
durch den die Geschwindigkeitskonstanten k,, fiir zwei gelbe Fermente, 
das Ferment 1 und das Ferment 3 (vgl. die Ubersicht in Abschnitt 3), 
ermittelt wurden. 

Das Substrat des katalytischen Systems war Robisonester. Das wasser- 
stoffiibertragende Ferment war Triphospho-Pyridin-Proteidg pisonester- 
das sauerstoffiibertragende Ferment war das gelbe Ferment 1 oder 3. 

Der Sauerstoffdruck, mit dem das katalytische System im Gleich- 
gewicht war, wurde variiert und soweit erniedrigt, daB die Bedingung 
der Gleichung (4b) ; 

v = kx C9, °C (4c) 
erfiillt war. Bei dem niedrigsten Sauerstoffdruck lag also das gesamte 
gelbe Ferment in der reduzierten Form vor und die Geschwindigkeit v 
der Katalyse war proportional dem Sauerstoffdruck. Au: dem unten 
wiedergegebenen Protokoll folgt: 


Ferment 1. 





1,5 199. 19-* | Mole Os 
v= = 2,23-10°° a 
3,0 - 22400 Liter - Min. 
0,10 -0,0289 - 1000 gees [Mole O, 
om = 1,29-10°*J—. 
fot 22400 | Liter 
5:-10°*- 1000 _, [Mole gelbes Ferment 
C= : a 1 OT 10°" - ; 
3 ] Liter 
Also 
v 2.23-107° oe 
baie: te sons : —— . = 1,04- 105 
Co, °C 1,29-10°* -1.67-10°° Mole : 
: ~~ + Min 
Liter 
Ferment 3. 
1,3 re Mole O, 
9 = se ¥ 0 s ; . ’ 
3,0 - 22400 Liter - Min. 


0.204 + 0,0289 - 1000 a Mole O, 
Co. pn a 2 64 9 10 ° 
2 22400 Liter 


15-10°° - 1000 , | Mole gelbes Ferment 
‘= 3 0 = 5,0 ss 10° . 


Liter 











Tipe 


an, 
te, 
3), 
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Also 
v 1.94-10 


ko = = . = 0.146 - 105 
x ¢,'C «264-10 *-50-10° 


25°. Im Einsatz Kalilauge. Im Hauptraum 0,2 cem n/20 KCN}. 








GefaiB I II Ill IV Vv VI 
Hauptraum .. | 2,2cem H, 0, 
0,3 cem m/2 
Phosphat, 
Pu 7,4, 
0,1 mg 
Triphospho- ae ie — > — iP <i 
Pyridin- 
Nucleotid, 
0,2 mg 
Zwischen- 
ferment 
5-10-9 Mole | 15- 10-9 Mole 
gelbes > od gelbes > > 
Ferment 1 Ferment 3 J 
Gasraum..... 10,5Vol.-9/50, 21 Vol.-9/) | 50 Vol.-%/, 21 Vol.-9/, 50 Vol.-9/5 | 100Vol.-°/, 
| were 0,2 cem 0,25- 0» O2 O2 O2 O2 
molare 
Lésung des ; > > cd > > 
K-Salzes des 
Robisonesters 
Nach Ein- 
kippen des 
Robisonesters 
emm Oy, 
nach 10'| —- 15* — 27 43 — 13** — 29,5 — 6l 
~. 2] 80 — 53 ~~ 87 — 26 — 57 — 97 


Zur Berechnung von Kox nach Gleichung (4b) dienten die Werte * (Ferment 1) und ** 
(Ferment 3). 


1 Um die Zersetzung des H,O, zu verhindern. 


Zusatz bei der Korrektur (22. September 1938). 


1. Zur Isolierung des Alloxazin-Adenin-Dinucleotids aus Hefe (diese 
Zeitschrift 298, 150, 1938, besonders Seite 160) ist zu bemerken, daB dem 
zentrifugierten Hefekochsaft vor Zugabe des Phenols Ammonsulfat zuge- 
setzt wird, und zwar 22 Kilo auf 44 Liter Kochsaft. Ferner geschieht 
das Ansauern nach der Entfernung des Athers, vor der Fallung mit Silber, 
mit 280 cem zweifach normaler Salpeterséure (nicht mit einfach normaler 
Salpetersaure). 

2. Seit unserer ersten Mitteilung iiber die Isolierung des Alloxazin- 
Adenin-Dinucleotids hat P. Karrer (Helvet. Chimica Acta 21, 826, 1938) 
seine Bemiihungen, das Dinucleotid zu isolieren, wieder aufgenommen. 
Doch enthalten seine nunmehr besten Praparate nur die Halfte der fiir 
das Dinucletoid berechneten Flavinmenge und sie sind als Co-Ferment der 
Aminoséureoxydase unwirksam. Wir méchten daraus schlieBen, dab 
Karrers Praparate gar kein Dinucletoid enthalten, sondern Gemische sind 
von Alloxazin-Mononucleotid, Adenylsiure und noch anderen Stoffen. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 






In dieser Arbeit, die ich unter Leitung von Herrn Otto Warburg 
ausgefiihrt habe, wird ein neues gelbes Ferment beschrieben. Von 
dem alten gelben Ferment unterscheidet sich das neue sowohl 
durch sein Protein als auch durch seine prosthetische Gruppe. Die 
prosthetische Gruppe ist Alloxazin-Adenin-Dinucleotid. Sie kann 
nicht durch die prosthetische Gruppe des alten gelben Ferments, das 
Alloxazin-Mono-Nucleotid, ersetzt werden. 








Das neue gelbe Ferment sieht in Lésungen griinlicher aus als das 
alte. Die Bande des neuen Ferments im Sichtbaren liegt bei 455 mu, 
wahrend die entsprechende Bande des alten Ferments bei 465 my 
liegt. 






Wie das alte gelbe Ferment, wird das neue Ferment von dem 
Dihydropyridin des Triphospho-Pyridin-Nucleotids reduziert und in 
der hydrierten Form von molekularem Sauerstoff oxydiert. Aber die 
Geschwindigkeitskonstanten der Oxydation und der Reduktion sind 
fiir das neue gelbe Ferment wesentlich andere als fiir das alte gelbe 
Ferment. . 





Geschwindigkeitskonstanten der Oxydation und Reduktion. 


Sind ¢,, und c,,.q die Konzentrationen des oxydierten und re- | 
duzierten gelben Ferments und &,, und k,,q4 die Geschwindigkeits- 
konstanten der scheinbar! bimolekularen Reaktionen, durch die das 
gelbe Ferment oxydiert und reduziert wird, so ist: 


d Crog k 
“ dt = Box * Crea * 0,» 
d Cox b 
am “d . = Kred * ox * “Dihydropyridin * 


1 O. Warburg, Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938. 
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Wahlen wir als Einheiten die Minute und Mole /Liter, so finden wir! 
bei 25°: 








F ] 
Fiir das alte gelbe Ferment: k,, = 10-104; k,.g = 6-108 — 
ole 
. + Min. 
| Liter 
ee x 4 l 
Fiir das neue gelbe Ferment : k,, = 1,4-10*; k,.g = 22- 10° 
: Mole 
~ + Min. 
_Liter 


Das Verhaltnis der Konstanten ist 


bk. 
Fiir das alte gelbe Ferment: .°* = 0,0167. 
Kea 


x 


k 
Fiir das neue gelbe Ferment: .”~ = 0,00064. 


“red 
In Fermentsystemen, deren Wasserstoffiibertrager Pyridin-Proteide 
sind, ist also das neue gelbe Ferment als Sauerstoffiibertriger un- 
wirksamer, als das alte gelbe Ferment. 


Reduktion von Methylenblau. 
Die von Warburg und Christian? entdeckte Reaktion 


Methylenblau + Dihydroalloxazinproteid 
= Leukomethylenblau + Alloxazinproteid 


verlauft mit beiden gelben Fermenten sehr schnell. Geschwindigkeits- 
bestimmend fiir die Reduktion des Methylenblaus in den Ferment- 
systemen ist die Reduktion des Alloxazins durch Dihydropyridin. Da 
die Geschwindigkeitskonstante k,,4 dieser Reaktion fiir das neue gelbe 
Ferment gréBer ist als fiir das alte gelbe Ferment, so ist das neue gelbe 
Ferment ein wirksamerer Katalysator der Methylenblaureduktion, als 
das alte gelbe Ferment. 

Teilen wir die Fermentsysteme, die Methylenblau reduzieren, in 
solche, die 


1. aerob, ohne Methylenblau, wesentlich Sauerstoff verbrauchen ; 
2. aerob, ohne Methylenblau, nicht wesentlich Sauerstoff ver- 
brauchen, 


so kénnen wir nunmehr Systeme beider Art zusammensetzen, indem 


wir zu einem Substrat Pyridinproteid gelbes Ferment und Methylen- 
blau geben. Ist das gelbe Ferment das alte, so hat man ein System 


1 Methode bei O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 298, 368, 
1938. — 2 O. Warburg u. W. Christian, ebenda 254, 438, 1932; 266, 377, 
1933. 
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erster Art, ist das gelbe Ferment das neue, so hat man ein System 
zweiter Art. In beiden Systemen ist die Reduktion des Methylenblaus 
nichts anderes als eine Alloxazinkatalyse. 


Wirkung des Ferments im Leben. 


Da die Geschwindigkeitskonstante der Oxydation durch mole- 
kularen Sauerstoff fiir das neue gelbe Ferment klein ist im Vergleich 
zur Geschwindigkeitskonstante der Reduktion, so ist es unwahrschein- 
lich, daB die Funktion des neuen gelben Ferments im Leben die Uber- 
tragung von molekularem Sauerstoff ist. 

Das Oxydationsmittel in dem Test, durch den das neue gelbe 
Ferment entdeckt worden ist, war Methylenblau. Deshalb wollen wir 
vorlaufig das neue Ferment als 


Alloxazin-Adenin -Proteid, Methylenblau), Dihydropyridin 


bezeichnen, wo wir das Methylenblau, da es zellfremd ist, einklammern. 
Nach den Bestimmungen! der chemischen Nomenklatur wird es spater 
durch das heute noch unbekannte Oxydationsmittel, das im Leben das 
Dihydroalloxazin des Ferments oxydiert, zu ersetzen sein. 


1. Test. 

Der Test, durch den das neue gelbe Ferment entdeckt wurde, war 
im Prinzip derselbe, durch den das alte gelbe Ferment entdeckt wurde. 

Zu Robisonester als Substrat wurde  Triphospho - Pyridin- 
Proteidgopisonester 218 Wasserstoffiibertrager gegeben, als Sauerstoff- 
iibertriger aber nicht altes gelbes Ferment, sondern neues gelbes 
Ferment + Methylenblau. Sattigt man das System mit Sauerstoff, 
so wird in der Bilanz der molekulare Sauerstoff durch den Robison- 
ester hydriert, wobei der Weg des Wasserstoffs ist : 


-Robisonester — Dihydropyridin — Dihydroalloxazin — Leuko- 
methylenblau — H,Qy,. 


Naheres ersieht man aus dem folgenden Protokoll, in dem zum 
Vergleich die Wirkungen einer aquimolekularen Lésung des alten 
gelben Ferments angegeben sind (s. nebenstehende Tabelle). 


Aus dem Protokoll sieht man: 

Mit Methylenblau, aber ohne gelbes Ferment (GefaB V), ist der 
Sauerstoffverbrauch unwesentlich, d.h. Methylenblau wird von Di- 
hydropyridin-Nucleotid nur sehr langsam hydriert. 

Mit dem neuen gelben Ferment, aber ohne Methylenblau (GefaB 1), 
ist der Sauerstoffverbrauch unwesentlich, d.h. molekularer Sauerstoff 
wird von Dihydroalloxazin-Proteid nur sehr langsam hydriert. 


1 Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938. 
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25°. Im Einsatz KOH. Im Gasraum reiner Sauerstoff. 





I I Il IV Vv 


Hauptraum........ 2,.9cem m/20 
~ Phosphat, 
a 7.4. 
0,1 mg Triphos- 
pho-Pyridin- pars shasta ne aintny 


Nucleotid, 
0,06 mg 

, Zwischen- 
ferment‘ 


0,20 mg 0,20 mg 0,20 mg 
Methylenblau ia Methylenblau Methylen- 
blau 
1.5.10-9 Mole 1,5.10-9 Mole 1,5.10-9 Mole 1,5.10-% Mole ' 
nenes gelbes neues gelbes | altes gelbes altes gelbes 
Ferment Ferment Ferment Ferment 
WR hs dc 4 ks he 0,1 cem 0,25 
molare Lésung . , > ; 
des K-Salzes des ( 
Robisonesters 
Nach Einkippen 
des Robisonesters 
emm QO, nach 5’ — 0,5 — 22 6,5 - 11 — 1,5 
nach 10’ 1,0 — 44 - 12,5 - 21 — 3,0 


Mit dem neuen gelben Ferment und mit Methylenblau (GefaiB IT) 
ist der Sauerstoffverbrauch groB, d.h. das neue gelbe Ferment wird 
von Dihydropyridin-Nucleotid schnell hydriert und von Methylenblau 
schnell dehydriert. 

Mit dem alten gelben Ferment (GefiBe IIT und IV) hat man nicht 
nur mit Methylenblau, sondern auch ohne Methylenblau einen erheblichen 
Sauerstoffverbrauch, d.h. das hydrierte alte gelbe Ferment hydriert, 
im Vergleich zu dem hydrierten neuen gelben Ferment, molekularen 
Sauerstoff, schnell. 

Im Test zur Erkennung und Priifung des neuen gelben Ferments 
war der Vergleich mit dem alten gelben Ferment (GefaBe III und IV) 
iiberfliissig, vielmehr geniigten die GefaiBe I, Il und V fiir den Test, 
in dem die spezifische Wirksamkeit der Fermentpraparate gegen ein 
Standardpraparat im Gang der Isolierung des Ferments gepriift wurde. 

Unter dem ,,Reinheitsgrad‘‘ eines Fermentpriparats verstehe ich 
im folgenden den Gewichtsteil an Ferment, den ein Fermentpraparat 
enthalt. 

2. Isolierung des Ferments. 


Ausgangsmaterial. 32 kg gemahlene Trockenhefe der Rasse R der 
Brauerei Schultheif-Patzenhofer, Berlin, wurden in 96 Liter Wasser 
bei 36° eingetragen und 3!/, Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. 
Die Suspension, manchmal nach l4stiindigem Stehen bei 0°, wurde 
zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit, der ,,Lebedew-Saft‘‘, hatte 
ein Volumen von 40,5 Litern und enthielt das Ferment. 
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leem Lebedew-Saft hatte einen Trockenriickstand von 145 mg, 1 mg 
Substanz bewirkte im Test die Ubertragung von 0,064 cmm Sauerstoff pro 
Minute, gegen 70 emm Sauerstoff fiir das reine Ferment. Der Reinheitsgrad 
des Ferments im Lebedew-Saft war also 
0,064 
70 

1. Schritt. Zu 40,5 Liter Lebedew-Saft werden (bei 0°) 1,73 Liter 
fiinffach normale Essigsiure und 15,4 kg Ammonsulfat gegeben, px ist 
dann 4,5, der Sattigungsgrad des Ammonsulfats 0,6. Der Niederschlag, 
der das Ferment enthalt, wird abzentrifugiert. Sein Volumen betragt 
13,7 Liter. Man gibt 13,7 Liter Wasser auf den Niederschlag und riihrt 
um, wobei das Ferment in Lésung geht, aber viel unwirksamer Niederschlag 
zuriickbleibt, der abzentrifugiert und verworfen wird. Aus der iiber- 
stehenden Fliissigkeit (22,5 Liter) wird das Ferment durch Zugabe 
von 4,1 kg Ammonsulfat (Sattigungsgrad 0,6) gefallt. Der Niederschlag 
wird abzentrifugiert, mit Wasser auf 5,2 Liter verdiinnt und 44 Stunden 
bei 0° in Cellophanschlauchen gegen flieBendes Wasser dialysiert, wobei 
viel unwirksamer Niederschlag .ausfallt, der abzentrifugiert und ver- 
worfen wird. Die iiberstehende Fermentlésung hat ein Volumen von | 
7,5 Liter und enthalt 460 g Trockensubstanz. Der Reinheitsgrad des 
Ferments ist jetzt 0.0073, also auf das Achtfache gestiegen. Ausbeute 
an Wirkung 62%. 











= 0,000 91. 











2. Schritt (Fallung mit AJkohol). Zu 7,5 Liter der Fermentlésung, 
deren pu 4,5 ist, werden unter Riihren bei 0° 1,95 Liter Athylalkohol 
gegeben. Man 1laBt 18 Stunden bei 0° stehen, zentrifugiert den Nieder- 
schlag, der das Ferment enthalt, ab, und trocknet den Niederschlag 
im Vakuumexsikkator iiber Calciumchlorid. Das Gewicht des Trocken- 
pulvers ist 118 g, das Ferment in ihm war bei trockenem Aufbewahren 
vollig haltbar. Der Reinheitsgrad des Ferrfients in diesem Trocken- 
pulver war 0,019, also durch Schritt 2 auf das 2,6fache gestiegen. Aus- 
beute an Wirkung 67%. 

3. Schritt (Erwarmen auf 55° bei py 10, Fraktionierung mit Ammon- 
sulfat). 118 g Trockenpulver werden mit 3 Liter Wasser und 40 ccm 
zweifach normaler Natronlauge zu einer neutralen Fliissigkeit gelést. Nach 
Zugabe von 100 ccm zweifach normaler Essigsiure bei 0° (py 4,5) fallt 
ein unwirksamer Niederschlag, der durch Zentrifugieren entfernt wird. 
Zu der iiberstehenden Fliissigkeit gibt man 330 ccm einer gesattigten 
Ammonsulfatlésung und 900 ccm zweifach normale Natronlauge. px ist 
dann 10,0, der Sattigungsgrad des Ammonsulfats 0,08. Die Lésung 
wird schnell auf 55° erwarmt, 5 Minuten auf dieser Temperatur gehalten 
und dann in Eiswasser abgekiihlt. Man neutralisiert mit 340 ccm 
fiinffach normaler Essigsiure auf py 7,4, wobei viel unwirksamer Nieder- 
schlag fallt, der abzentrifugiert wird. Zu der iiberstehenden Fliissigkeit 
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gibt man 300 ccm fiinffach normale Essigsiure und 980g Ammonsulfat. 
pu ist dann 4,6, der Sattigungsgrad des Ammonsulfats 0,45. Ein un- 
wirksamer Niederschlag, der fallt, wird abzentrifugiert, aus der iiber- 
stehenden Fliissigkeit fallt man das Ferment mit 460 g Ammonsulfat 
(Sattigungsgrad des Ammonsulfats dann 0,60). Der Fermentniederschlag 
enthalt neben Ammonsulfat 5,7 g Protein. Beriicksichtigt man bei der 
Berechnung des Reinheitsgrades nur das Protein, so ist der Reinheits- 
grad jetzt 0,153, also durch Schritt 3 auf das Achtfache gestiegen. 
Ausbeute an Wirkung 40 °%%. 

4. Schritt (Adsorption an Faserton, Fallung mit Alkohol). Der 
Fermentniederschlag wird hochtourig zentrifugiert, um anhaftende 
Ammonsulfatlésung méglichst zu entfernen. Das Volumen des Nieder- 
schlags ist dann 20 ccm. Der Niederschlag wird in 600 cem Wasser 
gelést. 6ccm n Acetatpuffer des pu 4,5 werden zugesetzt, wobei die 
Lésung klar bleibt. Aus dieser Lésung wird das Ferment durch 15 g 
Fasertonerde (Merck) adsorbiert, die fermenthaltige Fasertonerde wird 
mit Wasser gewaschen. 

Zur Elution des Ferments werden 500 cem m/50 Boratpuffer des 
pu 10,2 bei 0° auf die Fasertonerde gegeben und 5 Minuten mit der 
Fasertonerde bei 0° verriihrt. Nach dreimaliger Wiederholung der 
Elution versetzt man die vereinigten Eluate mit 40 ccm zweifach normaler 
Essigsiure. py ist dann 4,6. Ein geringer Niederschlag, der fallt, wird 
abzentrifugiert und verworfen. Aus der iiberstehenden Fliissigkeit 
(Volumen 2000 ccm) fallt man das Ferment bei 0° mit 1,4 Liter Athylalko- 
hol. Man laBt 1 Stunde bei 0° stehen und zentrifugiert das Ferment bei 0° 
scharf ab. Der Fermentniederschlag wird mit 100 cem Wasser, denen 
man 0,3cem n Natronlauge zusetzt (px 6,8), gewaschen, wobei mit 
Begleitstoffen ein Teil des Ferments in Lésung geht. Die Lésung wird 
verworfen, der Rest des Niederschlags wird in 110 ccm Wasser und 
0,1 com n Natronlauge (pu 8,5) gelést. Sauert man dann mit 0,15 ccm 
zweifach normaler Essigsiure auf py 4,6 an, so fallt ein unwirksamer 
Niederschlag, der hochtourig abzentrifugiert und verworfen wird. Die 
iiberstehende gelbgriine Lésung, etwa 100 ccm, enthalt 0,32 g Trocken- 
substanz. Der Reinheitsgrad des Ferments ist 1, also durch Schritt 4 
auf das 6,5fache gestiegen. Ausbeute an Wirkung 40°. 


Bemerkungen zu der Methode. 


Ausbeute. Im Laufe der vier Schritte steigt der Reinheitsgrad des 
Ferments von 0,00091 im Lebedew-Saft auf 1,0, also auf das 1100fache. 
Das Produkt der Ausbeuten an Wirksamkeit bei den vier Schritten 


0,62 - 0,67 - 040-040-100 = 7% 


ist die Ausbeute an reinem Ferment. 
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Nimmt man an, daB der Lebedew-Saft das Ferment der Hefe im 
wesentlichen enthalt, so enthalt 1 kg Trockenhefe etwa 


0:32." 4 
32 0,07 — 








0,143 g Ferment. 












Abtrennung des alten gelben Ferments. Das alte gelbe Ferment 
fallt mit Ammonsulfat erst bei einem hoéheren Sattigungsgrad als 
das neue gelbe Ferment und ist nach dem ersten Schritt zum gr6éBten 
Teil, nach dem zweiten Schritt vollstandig abgetrennt. Man erhilt 
also im Test, wie er in Abschnitt 1 beschrieben, schon nach dem 
zweiten Schritt keine wesentlichen Ausschlige mehr ohne Methylenblau: 


















Macs Saft || Fermentpriparat Fermentpriiparat 
0,2cem Lebedew-Saft | nach dem 1. Schritt | nach dem 2. Schritt 









Trockensubstanz ..... 29mg 29 mg) 61mg 61mg | 2,5mg 2,5mg 

Methylenblau......... — 02, i) —- | 02, | — 0:2 5, 

emm Q, nach 6’..... —10 — 19 — 1,5 17 0 —17 
oe wae — 20 — 38 — 3,0 — 34 — 0,7 — 34 


















Stabilitat des Ferments. Das reine Ferment ist in wasseriger Losung 
ziemlich bestandig. War z. B. eine Lésung, deren py 4,6 war, 25 Tage 
im Eisschrank aufbewahrt worden, so hatte ihre Wirksamkeit nur um 
10°, abgenommen. Unbestandiger sind die Fermentlésungen vor der 
Abtrennung der hydrolysierenden Fermente. Die Abnahme an Wirkung, 
die man bei der Dialyse roher Fermentlésungen findet, riihrt nicht von 
einer Dialyse der prosthetischen Gruppe her. Denn die Abnahme an 
Wirkung ist ebenso groB, wenn die Rohlésungen ohne Dialyse bei 0° 
aufbewahrt werden. Reine Fermentlésungen kann man ohne wesent- 
lichen Verlust an Wirkung dialysieren. 


















Erwairmt man neutrale salzarme Fermentlésungen 5 Minuten auf 
55°, so ist ihre Wirksamkeit verschwunden. Bestindiger gegen Hitze 
ist das Ferment bei Gegenwart von Ammonsulfat, besonders wenn die 
Lésungen alkalisch sind (px 10). Von dieser giinstigen Eigenschaft 
wird in Schritt 3 Gebrauch gemacht. Sauert man nach dem Erhitzen 
in alkalischer ammonsulfathaltiger Lésung an, so fallen viele Begleit- 
proteine aus, die das Erhitzen nicht vertragen haben. 


3. Luminoflavin'. 
14,2 mg reines Ferment, nach Abschnitt 2 gewonnen, wurden in 


5cem n Natronlauge gelést und unter Kiihlung mit Wasser in einem 
Reagensglas 60 Minuten mit einer starken Metallfadenlampe belichtet. 


1 Zur Luminoflavinreaktion vgl. O. Warburg u. W. Christian, Natur- 
wissenschaften 20, 980, 1932; diese Zeitschr. 258, 496, 1933; 298, 150, 1938. 
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Dann wurde mit zweifach normaler Salzsiure kongosauer gemacht und 
mit insgesamt 23 ccm Chloroform das Luminoflavin ausgeschiittelt. 


Die optische Luminoflavinbestimmung in der Chloroformlésung, 
mit Bysomu = 2,58 - 107 qem/Mole, ergab: 


i 

| °| fir d= 2.910m: 1,65. 

7 U 450 mu 

Also 

“ee tee l 
In 


1 
c=" p di 258-107 2,91 


‘In 1,65 = 0,67-10-* Mole/cem. 
Die 23 ccm Chloroformlésung enthielten also 23 - 0,67 - 10-8 Mole 
= 0,0394 mg Luminoflavin. 


Da die Ausbeute bei der Luminoflavinreaktion 72°, ist, so ent- 
halten 14,2 mg Ferment 


0,0394 as 
cao" 0,0547 mg Luminoflavin, 
»4a 


das sind 0,385 Gewichtsprozente. 


Das Molekulargewicht des Luminoflavins ist 256. Nimmt man an, 
daB 1 Molekiil Ferment 1 Molekiil Flavin enthalt, so ist das Molekular- 
gewicht des Ferments 

100 
— +256 = 65000. 
0,385 

Fiir das Molekulargewicht des alten gelben Ferments fanden 

H. Theorell' 75000, R.A. Keckwick und K.O. Pedersen® 80000. 


4. Absorptionsspektrum. 


Das Absorptionsspektrum des neuen gelben Ferments ist dem 
Absorptionsspektrum des alten gelben Ferments sehr ahnlich. Die 
Lagen der drei charakteristischen Banden der beiden Fermente sind: 


Altes gelbes Ferment: 275 muy, 380 muy, 465 mu. 
275 n 


Neues gelbes Ferment: ip, 377 my, 455 mu. 


In Abb. 1 ist das Absorptionsspektrum des neuen gelben Ferments 
fiir das Gebiet von 250 bis 540 my graphisch dargestellt, in Abb. 2 
sind die langwelligen Absorptionsbanden beider gelber Fermente, des 
alten und des neuen, eingezeichnet. Bei der Berechnung der §-Werte 
in qem /Mole wurde angenommen, dab B 4g; », fiir das alte? gelbe Ferment 


1 H. Theorell, diese Zeitschr. 278, 263, 1935. 2 R.A. Keckwick u. 
K.0O. Pedersen, Biochem. J. 30, 2201, 1936. — ® Nach H. Theorell, diese 
Zeitschr. 278, 263, 1935. 
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und #455, fiir das neue! gelbe Ferment den Wert 2,4 - 107 qem/Mole 


haben. 

Zu Abb. | ist zu bemerken, da# die Banden 377 mu. und 455 my reine 
Flavinbanden sind, daB aber in der Bande 275 my Flavin-, Adenin- 
und Proteinabsorption zusammenwirken. Etwas mehr als die Halfte 
der Bande 275 my. riihrt von der Proteinabsorption her. 


10 ent Mol 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum des neuen gelben Ferments. PR 7,4. 
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Abb. 2. Langwellige Banden des alten und neuen gelben Ferments. py 7,4. 
@——e altes gelbes Ferment. CQ———) neues gelbes Ferment. 


+. Molekulargewicht. 


Eine 40 Stunden dialysierte Lésung des neuen gelben Ferments 
enthielt 2,98 mg Trockensubstanz pro ccm. Die Lichtschwachung i/i 
fiir die Wellenlange 455 my und die Schichtdicke d = 1,30 em betrug 
4.73. Da Bys5mue = 2,4- 107 qem/Mole ist, so war die Flavinkonzen- 
tration 


ae eae 2 Los is ale 
nacinsa sg cct a a .—-In 4,73 = 0,496- 10-7 
rani gS Haye ie nS oom 


1 Nach Abschnitt 8 dieser Arbeit. 








SO 


da 





Mole 


eine 
nin- 
ilfte 








lsolierung eimes neuen gelben Ferments. 387 


Nimmt man an, daB 1 Molekiil Ferment 1 Molekiil Flavin enthalt, 
so ergibt sich das Molekulargewicht, indem man das Trockengewicht 
durch die Flavinkonzentration dividiert 


2.98- 10-3 
- = 60000, 
0,496 - 10-7 


wahrend die Luminoflavinbestimmung (Abschnitt 3) emen Wert von 
65000 ergab. 
6. Prosthetische Gruppe. 

Zu einer 0,5° igen Lésung des reinen dialysierten neuen gelben 
Ferments gibt man !, Volumen 50°,ige Trichloressigséure, kiihlt 
auf 0° und entfernt den EiweiBniederschlag durch Zentrifugieren bei 0°. 
Die iiberstehende gelbe Fliissigkeit fallt man mit schwefelsaurer Mercuri- 
sulfatlésung (Reagens nach Hopkins und Cole, 10g Mercurisulfat in 
100 ccm 5 Vol.-%,iger Schwefelsiure). Man wascht den roten Nieder- 
schlag auf der Zentrifuge mit Wasser, bis er kolloidal wird, setzt den 
Niederschlag mit Schwefelwasserstoff um und zentrifugiert das Queck- 
silbersulfid, nétigenfalls auf der hochtourigen Zentrifuge, ab. Die iiber- 
stehende gelbe Loésung ist die Lésung der prosthetischen Gruppe, deren 
Flavingehalt optisch, mit A459 m,. = 2,6° 107 qem/Mole, bestimmt wird. 

Fiir eine Lésung der prosthetischen Gruppe, deren Flavingehalt 
optisch gemessen war, wurde der Phosphorgehalt kolorimetrisch be- 


stimmt : 
to) i 
: fiir d = 1,30 cm: 2,66. 
vy] 450 mu 
| ae a, i ] . Mole 
Also c = —--~-n 2% = a - In 2,66 = 0,29- 10-7 é 
B d i 2,6- 10% 1,30 ecm 
In 6 ccm der gleichen Lésung, die 6 - 0,29 - 10-7 = 1,74- 10-7 Mole 
er 12 - 10-6 
Flavin enthielten, fand W. Liittgens 12 » Phosphor 3] 3.86 


- 10-7 Mole Phosphor. 
Das Verhaltnis P Flavin war also 
3,86 10 alti 
1,74-10~-7 
woraus folgt, da die prosthetische Gruppe des Ferments ein Di- 
nucleotid ist. 
7. Proteinkomponente. 
Versucht man das neue gelbe Ferment mit der Methode von Warburg 
und Christian! — Ansiuern in Ammonsulfatlésung — zu spalten, so 
muB man in diesem alle, um einigermaBen vollstandig zu spalten, bis 


10. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 298, 368, 1938. 
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388 E. Haas: 
auf pu 0,4 ansduern, Geht man dabei von Lésungen des reinen Fer- 
ments aus, so ist nach dem Zufiigen der Séiure das Protein denaturiert. 

Das Fermentprotein wird jedoch nicht denaturiert, wenn man die 
Spaltungsmethode auf unreinere Fermentpraparate anwendet. z. B. auf 
solche des Reinheitsgrades 0,15, wie sie nach Schritt 3 des Isolierungs- 
ganges (vgl. Abschnitt 2) erhalten werden. 

Vorschrift. 25 mg eines Fermentpraparats des Reinheitsgrades 0,15 
wurden in 20 ccm einer Ammonsulfatlésung des Sattigungsgrades 0,45 
gelost. 24ccm 3,5n Schwefelsiure, die zu 45°, mit Ammonsulfat 
gesattigt war, wurden auf 0° gekiihlt und langsam unter Riihren zu der 
auf 0° gekiihlten Fermentlésung gegeben. pu nach der Zugabe der 
Saiure war etwa 0,4. Es fiel ein Proteinniederschlag, der bei 0° ab- 
zentrifugiert und bei 0° mit Ammonsulfatlésung des Sattigungsgrades 0,5 
auf der Zentrifuge gewaschen wurde. 

Der gewaschene Proteinniederschlag wurde bei 0° in 6 com m/20 
Phosphat des px 7,4 gréBtenteils gelést. Nach Abzentrifugieren des 
Ungelésten wurde eine farblose wasserklare Lésung erhalten, die das 
aktive Protein enthielt und im Eisschrank haltbar war. 

Die Ausbeute an aktivem Protein, bestimmt durch Resynthese des 
Ferments, betrug bei dem Verfahren 45%. Sie war gréBer, wenn von 
Ferment noch niedrigeren Reinheitsgrades ausgegangen wurde. 


8S. Resynthese. 

Zu iiberschiissigem Protein dés neuen gelben Ferments wurde 
gegeben: 

1. Prosthetische Gruppe des neuen gelben Ferments, deren Lésung 
nach Abschnitt 6 gewonnen war. 

2. Alloxazin-Mono-Nucleotid, die prosthetische Gruppe des alten 
gelben Ferments, die von Warburg und Christian aus altem gelben 
Ferment gewonnen und deren Wirksamkeit durch Resynthese des alten 
gelben Ferments gepriift war. 

3. Alloxazin-Adenin-Dinucleotid, von Warburg und Christian aus 
Hefe isoliert. 

Die Konzentrationen der drei Nucleotide waren optisch, mit 
Bssomu = 2,6- 107 qem/Mole, bestimmt und alle drei gleich. 

Die katalytische Wirksamkeit der drei Nucleotid-Proteinlésungen 
wurde in dem in Abschnitt 1 beschriebenen Test bestimmt und mit 
der katalytischen Wirksamkeit einer in bezug auf Flavin aquimole- 
kularen Lésung des neuen ungespaltenen gelben Ferments verglichen. 
Das Ergebnis ist aus nebenstehender Tabelle ersichtlich. 

Aus dem Versuch sieht man: 

1. daB das neue gelbe Ferment sich bildet, wenn man seine bei der 
Spaltung erhaltenen Komponenten zusammengibt (GefiBe I, IT, II 
und VIII); 
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Dinucleotid die prosthetische Gruppe des neuen gelben  Fer- 


ments ist. 


Die Anordnung der Resynthese des neuen Ferments kann man be- 

qem 
* Mole 
iiberschiissiger Proteinkomponente des neuen gelben Ferments gibt man 
eine Lésung von Alloxazin-Adenin-Dinucleotid der Konzentration ¢ Mole/cem. 
MiBt man dann 7,/i fiir das Ferment, so hat man, da ¢ bekannt ist, / in 
gem /Mole. Man findet so fiir die Bande des neuen Ferments im Sichtbaren 
den Wert # = 2,4-107 qem/Mole, das ist derselbe Wert, den Theorell 
fiir die entsprechende Bande des alten gelben Ferments gefunden hat. 


nutzen, um die Héhen von Fermentbanden ir zu bestimmen. Zu 


%. Protein des alten gelben Ferments. 

Gibt man die prosthetische Gruppe des neuen gelben Ferments 
also Alloxazin-Adenin-Dinucleotid — zu dem Protein des alten gelben 
Ferments, so entsteht, wie Warburg und Christian! gefunden haben, 
ein Ferment, das wie das alte gelbe Ferment Sauerstoff iibertragt und 
dessen langwellige Absorptionsbande bei 465 muy. liegt, gegen 455 mu 
in dem neuen gelben Ferment.~ Aus dem Ergebnis dieser Kreuzung 
folgt, daB die Proteine des alten und des neuen gelben Ferments ver- 
schieden sind. 

10. Anmerkung. 

Ersetzt man in dem Test des neuen gelben Ferments das Methylenblau 
durch die C-Komponente des Cytechroms, so ist keine Reduktion des 
Cytochroms zu beobachten. Cytochrom ist also nicht, woran zu denken 
nahe lag, die Substanz, die im Leben das Dihydroalloxazin des neuen Ferments 
oxydiert. 

Waren die Priiparate des neuen gelben Ferments noch unrein, so wurden 
in dem Test die beiden Oxydationsmittel, Methylenblau sowohl als auch 
Cytochrom, reduziert. Die Wirkung auf das Cytochrom wurde aber mit 
fortschreitender Reinigung geringer und verschwand schlie@lich. 


! Vgl. O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 298, 368, 1938. 
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Uber die kolorimetrische Bestimmung des Cholesterins und 
seiner Ester mittels der Reaktion nach Liebermann-Burchard. 
Von 
E. C. Noyons. 

(Aus dem Laboratorium R. K. Binnen-Ziekenhuis in Eindhoven.) 
(Eingegangen am 1, August 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Bestimmt man den Gesamtgehalt an Cholesterin in Blutserum 
direkt kolorimetrisch, also ohne Verseifung der Ester, dann findet man 
andere Zahlen, als wenn man die beiden Fraktionen des Cholesterins 
(des freien und des gebundenen) nach Verseifung nach einer Digitonin- 
methode bestimmt. 


Tabelle I. 





Kolorimetrisch nach pa Kolorimetrisch nach Stine Pe 
p Liebermann-Burchard Digitonin- : Liebermann- Burchard Digitonin- 
Nr. (L. B.) methode Nr. (L. B) methode 
mg mg ij ng mg 
1 27 242 5 297 241 
2 851 681 6 980 795 
3 202 175 < 236 212 
4 300 273 8 211 184 





In der Literatur trifft man iiberall, von wenigen Ausnahmen ab- 
gesehen, die Meinung an, daB die Farbe, welche man nach Liebermann- 
Burchard mit freiem Cholesterin erhalt, dieselbe Intensitat aufweist wie 
die, welche mit Cholesterinester erhalten wird. Es wiirde also keinen 
Unterschied ergeben, ob man die Ester sofort kolorimetrisch bestimmt 
oder die Ester erst durch Verseifung in das freie Cholesterin iiberfiihrt 
und dann die Bestimmung ausfiihrt. 

Diesem Problem sind die folgenden Untersuchungen gewidmet : 
die Reinheit der angewandten Chemikalien ist von gréBter Bedeutung 
fiir die Ergebnisse und wir haben uns darum bemiiht, in erster Linie 
die gebrauchten Reagenzien zu reinigen. 


Cholesterin. 


Cholesterin Merck wird bis zur Sattigung in absolutem Alkohol auf- 
gelést und wahrend 3 Stunden mit Kohle am RiickfluBkiihler gekocht ; die 
Fliissigkeit wird dann hei® filtriert und wiederum 3 Stunden mit frischer 
Kohle erhitzt. Diese Reinigung wiederholt man noch zweimal. Man labt 
das wasserklare Filtrat abkiihlen, saugt das ausgeschiedene Cholesterin ab 








392 





E. C. Noyons: 











und behandelt es auf dem Filter mit wenig absolutem Alkohol. Die gereinig 
ten Kristalle trocknet man bei 105°C in einer Kohlenséureatmosphare 
Schmelzpunkt: 148,5° (korrigiert). 










Cholesterinacetat. 

10g Cholesterin werden mit 12ccem Essigsiureanhydrid in einem 
Rundkolben von 100 cem (mit Luftkiihler) wihrend 5 Stunden auf einem 
elektrischen Sandbad gerade bis zum Siedepunkt erhitzt. Der Inhalt des 
Kolbens wird dann in einen Mérser gegossen und die feste Masse langere 
Zeit unter Kneten und Reiben mit Aqua dest. gewaschen, um die letzten 
Reste Anhydrid und Essigséiure zu entfernen. 










Die fast weibe Substanz, welche wahrscheinlich noch mit Cholesterin 
verunreinigt ist, kristallisiert man nun wenigstens sechsmal mit Kohle aus 
heiBem konzentrierten Alkohol um; die erhaltenen Kristalle werden im 
Kohlenséurestrom bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Schmelz 
punkt: 114°. 


































Cholesterinpalmitat. 


6g Cholesterin und 10g Palmitinséure (Merck) erhitzt man, wie oben 
beschrieben wurde, ungefahr 5 Stunden auf 200°. 

Die ein wenig abgekiihlte dunkelbraune Fliissigkeit gieBt man in ein 
Pyrexbecherglas; wenn die Masse Zimmertemperatur angenommen hat, 
lést man sie in sehr wenig Ather auf. Dieser Lésung fiigt man wasserfreies 
Aceton bei, welches vorher in Eis gekiihlt wurde; das Palmitat scheidet 
sich dann kristallinisch aus. Die Kristalle bringt man auf ein gewéhnliches 
Filter und wiascht sie mit eiskaltem Aceton aus. 

Die erhaltene Verbindung reifigt man noch durch fiinfmaliges Um- 
kristallisieren aus heiBem, wasserfreiem Aceton, das erstemal unter Hinzu- 
fiigung von Kohle; sie wird dann unter SauerstoffabschluB getrocknet. 
Schmelzpunkt: 77°. 

In beiden obengenannten Estern war mit Digitonin kein freies Chole- 
sterin mehr nachzuweisen. 

Zur weiteren Reinigung wurde das Palmitat noch einmal in Ather 
gelést, die Lésung in einen Scheidetrichter iibergefiihrt und mit verdiinnte: 
Lauge ausgeschiittelt, um eventuell noch anwesende Palmitinséure zu ent- 
fernen; dies wurde viermal wiederholt. 

Die atherische Lésung wurde griindlich mit Aqua dest. bis zur neutralen 
Reaktion gewaschen und dann mit gekérntem Chlorcalcium getrocknet, 
filtriert und der Ather im Kohlenséurestrom weggedampft. Schmelz- 
punkt: 78,4°. 

Filter. 

Die bei den spateren Cholesterinbestimmungen bendétigten Filter wurden 
in einem Extraktionsapparat mit einem Gemisch von abs. Alkohol und 
Aceton vollkommen entfettet. 


Chloroform. 


Das kéufliche Chloroform wurde in einem Scheidetrichter oft mit 
Aqua dest. gewaschen, dann lange und mit viel Chlorealeium getrocknet 
und hierauf in einer Glasapparatur destilliert; die Destillation wurde dreimal 
wiederholt. Das gereinigte Chloroform wurde iiber wasserfreiem Kupfer- 
sulfat aufbewahrt; es war bei den Bestimmungen niemals alter als 10 Tage. 











inig 
are 


nem 
nem 

des 
igere 
zten 


terin 
AUS 
1 im 
nelz 


»ben 


| ein 
hat, 
relies 
sidet 
ches 


Um.- 
nzu- 
net. 


10le- 


ther 
nte1 
ent- 


alen 
net, 
1elz- 


rden 
und 


mit 
knet 
imal 


ofer- 


age. 








Kolorimetrische Bestimmung des Cholesterins usw. 393 


Essigsdureanh ydrid. 


Das Praparat von Kahlbaum (p.a.) wurde dreimal aus einem Quarz- 
glasapparat destilliert. 
Alkohol und Ather. 


Beide Fliissigkeiten destillierten wir dreimal aus einer Glasapparatur, 
um alle fettahnlichen Stoffe sicher zu entfernen; der Vorrat wurde dann 
iiber wasserfreiem Kupfersulfat aufbewahrt. 

Schwefelsdure. 
(Zur Analyse. Spez. Gew. 1,84.) 


Anfertigung der Eichkurve. Extinktion/Cholesterinkonzentration. 


Methode. 
Je 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 und 2,5 eem Cholesterinlésung pipettiert man 
in einen MeBkolben von 25 ccm, in dem sich schon 10 cem Alkohol- 
Athergemisch (3:1) befinden, erhitzt im Wasserbad bis zum Kochen, 
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Abb. 1. Extraktionsapparat fiir Abb. 2. Konzentration-Extinktion- 
Cholesterin. kurve fiir Cholesterin. 


kihlt ab und fiillt auf 25cem auf. Von dieser Verdiinnung bringt 
man 10 ccm in das Abdampfrohr des in Abb. 1 wiedergegebenen Apparats. 

Unter Einleiten von wasserfreiem Kohlendioxyd wird der Inhalt 
in einem Wasserbad bis zur Trockene eingeengt; dem Abdampfrest 
fiigt man 5ccm Chloroform bei, kocht auf, kiihlt ab und fillt mit 
absolutem Chloroform auf 25 ccm auf. Von dieser Lésung pipettiert 
man 5 ccm in ein Rohr mit Glasstépsel, fiigt 2 com Essigsiureanhydrid 
und genau 0,1 cem konzentrierter Schwefelsiure hinzu: das geschlossene 
Rohr schwenkt man zehnmal um, damit eine innige Vermischung des 
Inhalts stattfindet. 
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Nach Verlauf von 6 Minuten vergleicht man im Stufo in einer 
Kiivette von 2 ccm mit Filter 8 61 gegen Aqua dest. und liest fiinfmal 
alle 2 Minuten ab: die héchste Extinktion wurde als die richtige an- 
genommen (Abb. 2). 

Mit Hilfe dieser Kurve haben wir bei den folgenden Untersuchungen 
die Konzentration von unbekannten Cholesterinlésungen bestimmt. 


Direkte kolorimetrische Esterbestimmung. 

Hierzu haben wir Esterlésungen hergestellt, die in ihrem Cholesterin- 
gehalt einer Lésung von 300 mg freiem Cholesterin in 100 cem absolutem 
Alkohol entsprachen: sie enthielten demnach in 100 ccm 332,7 mg 
Cholesterinacetat bzw. 485 mg Cholesterinpalmitat, letzteres in 5 Teilen 
absolutem Ather und 2 Teilen absolutem Alkohol gelést. 


Fiir die kolorimetrische Bestimmung verfihrt man, wie oben fiir 
freies Cholesterin beschrieben wurde. 


Tabelle LI. 





Cholesterinacetat Cholesterinpalmitat 
ecm mg Cholesterin mg Cholesterin ecm mg Cholesterin’ mg Cholesterin 
Esterlésung berechnet gefunden Esterlésung berechnet gefunden 
0,5 300 340 ,° OD 300 392 
1,0 300 354 1,0 300 405 
1.5 300 342 1,5 300 380 
2,0 300 340 2,0 300 385 





Bei der direkten kolorimetrischen Bestimmung der Cholesterin- 
ester nach der Reaktion von Liebermann-Burchard findet man also 
zu hohe Zahlen, héher als dem berechneten Cholesteringehalt der 


Losungen entspricht. 


Kolorimetrische Esterbestimmung (nach Verseifung). 


Man lést je 0,5, 1,0, 1,5 oder 2,0cem der obenerwahnten Ester- 
lésungen in 25 cem Alkohol-Athergemisch (3:1) und pipettiert hiervon 
10 cem in ein Verseifungskélbehen mit Luftkiihler; den Ather dampft man 
aus dem offenen Kolben auf einem elektrischen Sandbad weg und fiigt 
2cem frische 5° ige Na-Athylatlésung hinzu. Der Ester wird 1 Stunde 
unter lebhaftem Sieden verseift. Nach Abkiihlung fiigt man einen Tropfen 
alkoholische Phenolphthaleinlésung zu und neutralisiert genau mit einer 
Lésung von Chlorwasserstoff in absolutem Alkohol. Nach Zusatz von 
2 cem absolutem Ather wird vom ausgeschiedenen Kochsalz durch ein fett- 
freies Filter in ein trockenes Verdampfungsrohr abfiltriert und K6élbchen 
und Filter dreimal mit je 2cem absolutem Ather ausgewaschen. Unter 
Kinleiten trockenen Kohlendioxyds wird wie oben beschrieben in einem 
Wasserbad zur Trockene verdampft und die kolorimetrische Bestimmung in 
der Weise ausgefiihrt, wie friiher angegeben wurde. 
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Tabelle III. 





ecm mg Cholesterin mg Cholesterin ecm mg Cholesterin mg Cholesterin 
Palmitatlésung berechnet gefunden Palmitatlésung berechnet gefunden 

0,5 300 297 1,5 300 289 

1,0 300 301 2,0 300 294 


Bestimmt man also die Ester nach Verseifung mit Na-Athvlat, 
dann findet man genau die angewandte Menge an Cholesterin. 


Kolorimetrische Bestimmung des Gesamtcholesterins. 
a) In Blutserum ohne Verseifung. 

Je 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 oder 5,0 cem Serum wurden mit dem oben 
angegebenen Alkohol-Athergemisch enteiweiBt und auf 50 ccm auf. 
gefiillt; nach Filtration nimmt man von diesem Extrakt 10 cem und 
verdampft diese wie oben in einem Kohlenséurestrom zur Trockene. 
Die kolorimetrische Bestimmung lieferte folgende Ergebnisse : 


Tabelle IV. 





mg Cholesterin mg Cholesterin 


cem Serum in 100 cem Serum} °™ 5€™™ — in 100 com Serum 
0,5 224 3,0 214 
1.0 230 5,0 298 
2.0 23) 


b) In Blutserum mit Verseifung. 
Die EnteiweiBung, Verseifung der Ester und eigentliche kolori- 
metrische Bestimmung im Serum wurde mit dem gleichen Serum wie 


oben ausgefiihrt. 
Tabelle V. 





: ‘holesterin : ’ steri 
cem Serum mg Choleste Cenk Batik mg Cholesterin 


in 100 ccm Serum in 100 cem Serum 
| 

0,5 167 3,0 186 

1,0 180 5.0 182 

2,0 188 


Zusammenfassung. 

1. Die direkte kolorimetrische Bestimmung der Cholesterinester im 
Blutserum mittels der Reaktion von Liebermann- Burchard ergibt héhere 
Werte als die Bestimmung nach Verseifung. 

2. Die durch eine Digitoninfillung erhaltenen Cholesterinwerte 
diirfen nicht ohne weiteres mit kolorimetrisch gefundenen Zahlen ver- 
glichen werden. 

Literatur. 

1) M. K. Polano, Dissertation Leiden 1936. - 2) E.C. Noyons, 

Dissertation Amsterdam 1936. 3) A. Bloch, diese Zeitschr. 257, 171, 1933. 
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(Aus den Instituten fiir Physiologie und Physik am Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 2. August 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Der radioaktive Phosphor ,,P*’, hier P* genannt, ist fiir biologische 
Phosphorylierungen bereits mehrfach angewandt worden, insbesondere 
von Hevesy und Mitarbeitern, vorzugsweise unter Benutzung intakter 
Zellen oder ganzer Organismen. Ganz neuerdings wurde auch von 
Hevesy und Parnas? der Aufbau des Adeninnucleotids in Hefe und 
Hefepraparaten mit Hilfe des radioaktiven Phosphors studiert und der 
Befund der Parnasschen Schule bestatigt, daB lebende Hefe Adenosin 
zu Adenylsdure phosphorylieren kann. 

Unter den Zwischenreaktionen der Glykolyse, fiir die P’ wertvolle 
Dienste leisten kann, steht an erster Stelle die enzymatische Koppelungs- 
reaktion zwischen Oxydoreduktion und Phosphatveresterung, tiber 
die bereits mehrfach aus diesem Institut berichtet wurde. Hierbei 
interessieren vor allem vier Fragen: 

1. Wie rasch tritt bei der reversiblen Koppelungsreaktion das 
anorganische Phosphat in das Adenosintriphosphat und dann durch 
Umsatz mit anderen Phosphatakzeptoren in diese iiber? Wie kiirzlich 
mitgeteilt wurde*, liegt der Veresterung des anorganischen Phosphats 
bei der Spaltung von Zucker die folgende Reaktion zugrunde: 


(1) 1 Glycerinaldehydphosphorséure + 1Cozymase + 1 Adenosindi- 
phosphorsiure + 1 Phosphorsaure 
~ 1 Phosphoglycerinsiure + 1 Dihydro-Cozymase + 1 Adenosin- 


triphosphorsaure bzw. 
(la) 2 Glycerinaldehydphosphorsiure -++- 2 Cozymase + 1 Adenosin- 
monophosphorsaéure (Adenylsaure) + 2 Phosphorsaure 
— 2 Phosphoglycerinsiure -+ 2 Dihydro-Cozymase + 1] Adenosin- 
triphosphorsaure. 
Danach ist die Koppelung zwischen der Hydrierung der Cozymase 
durch Triosephosphorsiure und der Aufnahme von anorganischem 


! Die wichtigsten Resultate dieser Arbeit sind bereits von O. Meyerhof 
auf einer von Professor Niels Bohr und Professor Georg Hevesy einberufenen 
Konferenz iiber die Verwendung von Isotopen fiir biologische Zwecke in 
Kopenhagen am 14. Mai 1938 mitgeteilt worden. —? Kurz mitgeteilt : Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 251, 261, 1938. — * O. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mohle, 
diese Zeitschr. 297, 90, 113, 1938. 
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Phosphat durch Adeninnucleotid umkehrbar, d. h. bei Ausgang von der 
rechten Seite der Gleichungen wird Phosphoglycerinséure zu Glycerin- 
aldeh ydphosphorsaure reduziert, wobei gleichzeitig Phosphat aus Adeno- 
sintriphosphat abgespalten wird. Wenn hier ein echtes thermodyna- 
misches Gleichgewicht vorliegt, so sind in der Gleichgewichtsverteilung 
die Geschwindigkeiten der Hin- und Riickreaktion gleich. Es muB 
dann aber, auch wenn keine nachweisbare chemische Veranderung 
eintritt, ein Austausch zwischen dem anorganischen Phosphat der 
Lésung und Adenosintriphosphorsaure stattfinden, wobei diese letztere 
sich in Gegenwart von radioaktivem Phosphat mit P* beladt. Auf 
diese Weise kénnen die Geschwindigkeiten der Hin- und Riickreaktion 
waihrend des Gleichgewichtszustandes einzeln fiir sich bestimmt 
werden. 

2. In der genannten Gleichung (1) fehlt ein gemeinsames Molekiil, 
durch das die induzierende und induzierte Reaktion miteinander ver- 
bunden sind. Infolge der Fahigkeit der Cozymase, in bestimmten 
Fallen als Cophosphorylase zu wirken!, erhob sich die Frage, ob vielleicht 
die Cozymase imstande ware, als dieses gemeinsame Molekiil zu wirken, 
in dem sie Phosphat reversibel anlagert und abgibt. Insbesondere hat 
Ostern® eine auch von H.v. Euler diskutierte Hypothese aufgestellt, 
daB die Cozymase bei der Reduktion in Adenosindiphosphorsaure und 
Dihydro-Pyridinribosid zerfallen kénnte. Unter diesen Umstanden ware 
zu erwarten, daB bei wiederholter Hydrierung und Reoxydation die 
Cozymase allmahlich P* aus der Lésung aufnimmt. Auch diese Frage 
wurde deshalb von uns untersucht. 

3. Als Folge der umkehrbaren Koppelungsreaktion ergibt sich, 
daB immer, wenn Gelegenheit fiir den Ablauf der Reaktion besteht, 
eine Aufladung des leicht abspaltbaren Phosphats in den Adenin- 
nucleotiden mit P* stattfindet und da8 weiterhin dieses P* auf alle 
diejenigen Verbindungen iibertritt, auf die das Adenylpyrophosphat 
Phosphat iibertragen kann, also z. B. Hexose unter Bildung von Hexose- 
monophosphorsaéure, Kreatin unter Bildung von Kreatinphosphorsaure. 
Da infolge der Umkehrbarkeit der Ablauf der Koppelungsreaktion 
unabhangig von der Konzentration der Reaktionsteilnehmer ist, miissen 
minimale Mengen aktiver Cozymase geniigen, um in Anwesenheit des 
Ferments eine solche ,,Verschmierung‘‘ des P* iiber alle vorhandenen 
Phosphatakzeptoren herbeizufiihren. Dies aber liefert ein Mittel zur 
Unterscheidung zwischen denjenigen Phosphorylierungsreaktionen, die 
reversibel, und denjenigen, die irreversibel sind. Wenn z. B. die Reaktion 


(2) 2 Phosphobrenztraubensaure + 1 Adenylsdure 


= 2 Brenztraubensaéure + 1 Adenosintriphosphorsaure 


1 P, Ohlmeyer u. S. Ochoa, diese Zeitschr. 293, 338, 1937. 2 Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 251, 258, 1938. 
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umkehrbar ware, miiBte unter den genannten Umstanden eine Auf- 
nahme von P* in die Phosphobrenztraubensaure erfolgen; wenn sie 
dagegen nur nach rechts ablauft, nicht. 


4. Neben der Veresterung des anorganischen Phosphats spielt 
bekanntlich die Phosphatverschiebung innerhalb und zwischen den am 
Umsatz beteiligten Substanzen fiir den Kohlenhydratabbau eine grobe 
Rolle. So z. B. der Ubergang von 3-Phosphoglycerinsiure in 2-Phospho- 
glycerinsaure, von Glucose-1-phosphorséiure (Cori) in Glucose-6- 
phosphorséure (Robison) und daneben die bereits im vorigen Abschnitt 
erwahnten Umphosphorylierungen. Fiir diese Reaktionen war schon 
aus ihrem sonstigen Verhalten der SchluB gezogen, daB sie ohne jede 
Beteiligung des anorganischen Phosphats der Lésung verlaufen und 
da also bei den Umphosphorylierungen das Phosphat auch nicht 
einmal voriibergehend in Freiheit gesetzt wird, sondern direkt von 
einem organischen Molekiil auf das andere iibergeht. Die Benutzung 
von P" liefert eine einfache Methode, dieses zu bestatigen. 


Physikalische Methoden. 


Herstellung des radioaktiven Phosphors. 


Die Gewinnung des radioaktiven Phosphorisotops ,,P** (hier auch 
kurz P* genannt) ist durch sechserlei verschiedene Kernprozesse méglich. 
Von uns wurde nur die Herstellung mit Hilfe von Neutronen vor- 
genommen. Als Neutronenquelle stand die Emanation von etwa 100 mg 
Radium zur Verfiigung, die in ein mit Beryllium gefiilltes Glasréhrchen 
eingeschlossen wurde. Hierbei entstehen Neutronen nach dem Prozef} 


,Be® + «-Teilchen gC? + Neutron. 


Die Intensitat betragt etwa 2,5 - 10° Neutronen pro Sekunde. Zunachst 
wurde versucht, den aktiven Phosphor durch Anlagerung von lang- 
samen Neutronen an gewéhnlichen Phosphor P*! (hier auch kurz P’ 
genannt) darzustellen nach der Gleichung 


15P3! + Neutron = ,,P®? + y-Strahl. 


Zur Abtrennung des aktiven Phosphors vom inaktiven Isotop wurde 
das von Erbacher und Philipp! ausgearbeitete Verfahren verwendet, 
nach welchem sich sehr hohe Konzentrationen des P* in bezug auf P’ 
erreichen lassen. Da die Einfangung langsamer Neutronen mit groBem 
Wirkungsquerschnitt erfolgt, nimmt man im allgemeinen an, daB man 
damit gréBere Aktivitaten erreichen kann als durch Verwendung 
schneller Neutronen. Bei einem kleinen Probeansatz fanden wir aber 
nur eine sehr schwache Aktivitét von wenigen Ausschligen in der 


1 O. Erbacheru. K. Philipp, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 179, 263, 1937. 
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Minute und erkannten, daB eine gute Ausbeute nur unter grobem 
mengenmaBigen Aufwand erreichbar ware. 

Dagegen zeigte sich, dab die Verwendung von schnellen Neutronen 
nach dem Proze8 


ig? + Neutron = ,,P8? + Proton 


sehr leicht zum Ziele fiihrte. Dieser ProzeB wurde auch von v. Hevesy 
(I. c.) in einem Teil seiner Arbeiten verwendet. Bei unseren endgiiltigen 
Versuchen wurden 3 Liter Schwefelkohlenstoff in einem Rundkolben 
etwa 3 Tage lang mit der in der Mitte aufgehangten Neutronenquelle 
bestrahlt. Der gebildete aktive Phosphor konnte mit verdiinnter 
Salpetersaure ausgeschiittelt werden. Noch bequemer war folgendes 
Verfahren: Bei der Bestrahlung entsteht ein rétlicher Niederschlag, 
der sich an den Wanden absetzt. Dieser enthalt einen groBen Teil der 
Aktivitat. Es wurde also der Schwefelkohlenstoff abgegossen und der 
Niederschlag in kochender, konzentrierter Salpetersiure gelést. Die 
Lésung enthalt den Phosphor in unwagbarer Menge in Form von Phos- 
phorsdure. Die Salpetersiure wurde abgedampft und der Rest neutra- 
lisiert. Die fiir den Versuch gewiinschte Phosphatmenge wurde in 
Form von Natriumphosphat zugegeben, in dem sich der aktive Phosphor 
gleichmaBig verteilte. 


Messung der aktiven Priparate. 

Das aktive Phosphorisotop ,,P** zerfallt mit einer Halbwertszeit 
von 14,5 Tagen. Es sendet Elektronen aus, deren maximale Energie 
2eMV betrigt. Die Elektronen werden von einem Absorber von 
0,1 g/qem zur Halfte durchgelassen. Ihre Haufigkeit wurde mit einem 
Geiger- Miillerschen Zahlrohr gemessen, dessen AuBenwand eine Starke 
von 0,1 mm Aluminium hatte. Die Ausschlage des Zaihlrohres wurden 
iiber einen Verstairker einem Zahlwerk zugefiihrt. Die Praparate 
wurden auf, dem Filter (s. unten) in kleinem, etwa gleichbleibendem 
Abstand 1 mm vor der Zahlerwand befestigt. Das unbestrahlte Zahlrohr 
zeigte eine natiirliche, durch die kosmische Ultrastrahlung und die 
Radioaktivitat der Umgebung bedingte, konstante Ausschlagszahl von 
etwa 10/Min.; das bedeutet, daB eine Phosphoraktivitat, die etwa 
fiinf Ausschlige pro Minute erzeugt, noch gut nachweisbar ist. Im all- 
gemeinen wurde mit Praparaten von 100 bis 200 Ausschlagen pro Minute 
gearbeitet. Der mittlere prozentuale statistische Fehler einer Messung 
ist — VN - N,/N, wo N die Zahl der vom Praparat erzeugten Aus- 
schlige, NV, die Ausschlige ohne Praparat fiir die gleiche Zeit bedeuten, 
also N +N, die insgesamt gezaihlten Ausschlige. Bei langerer MeBbzeit 
verringert sich der mittlere Fehler ungefahr proportional der reziproken 
Wurzel der Zeit. Eine obere Grenze der meBbaren Aktivitat ist durch 
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die mechanische Tragheit des Zahlwerkes gegeben, fiir die bei allen 
Messungen korrigiert wurde!, 

Die Aktivitaét unserer nach der oben beschriebenen Methode her- 
gestellten Praparate ergab 104 Ausschlige pro Minute im Zahlrohr. Aus 
geometrischen Griinden erfaBt das Zahlrohr nur etwa ein Zehntel der 
vom Praparat ausgehenden Elektronen. Also betrug die Aktivitat etwa 
1700 zerfallende Atome pro Sekunde, d.i. = 0,5-10-*mC (1 mC 

Aktivitat von 1 mg Radium). Bei Bestrahlung bis zur Sattigung 
hatte sich diese Zahl auf etwa 3-10-4mC erhéht. Nach einer Uber- 
schlagsrechnung bedeutet dies, da fast 1°, aller Neutronen fiir die 
Umwandlung ausgenutzt wird; das ist eine ziemlich hohe Ausbeute fiir 
eine Kernreaktion. 


Methoden zur Isolierung der Phosphatfraktionen. 


Die Vorbereitung der Niederschlage fiir die Messungen geschah folgender- 
maBen: In fast allen Fallen wurde das Phosphat, auch wenn es sich ur- 
spriinglich in organischer Bindung befand, als anorganisches Phosphat mit 
Ammoniummagnesiumcitrat gefallt und in dieser Form auf das Filter 
gebracht. Da P@ in den meisten .Versuchen als anorganisches Phosphat 
zugesetzt wird, muB dieses nach Ablauf der Reaktion als erstes gefallt werden. 
Im ammoniakalischen Filtrat wird die Freisetzung der organisch gebundenen 
Phosphorséure je nach der Verbindung verschieden vorgenommen. Zur 
hydrolytischen Abspaltung der Pyrogruppe des Adenosintriphosphats 
wird das Filtrat auf n HCl gebracht und 7 Minuten auf 100° erhitzt ; Kreatin- 
phosphorséure wird durch Anséuern’ und kurzes Erhitzen aufgespalten ; 
schwer hydrolysierbare P-Verbindungen, wie Hexosemonophosphat und 
Phosphoglycerinsiure werden mit Salpetersiure-Schwefelsiure verascht. 
In diesen Fallen wird zur Abtrennung der freigesetzten Phosphorsaure 
nachher mit Ammoniummagnesiumcitrat wieder alkalisch gemacht. Ent- 
halt das Filtrat Phosphobrenztraubenséure, so wird es lediglich mit der 
ausreichenden Menge Jodlésung versetzt, die abgespaltene Phosphorsaéure 
fallt dann unmittelbar in der Lésung als Magnesiumammoniumsalz aus. Die 
Menge des gefallten Phosphats soll jedesmal méglichst gleich sein, damit 
seine Schichtdicke vor dem Zahlrohr immer dieselbe ist. Deshalb wird 
es auch auf dem Filter in einer bestimmten, etwa 2 qem groBen Kreisflaiche 
gesammelt. Der Niederschlag wird mit 1°,igem Kollodium fixiert und in 
Cellophanschlauchen von 0,025 mm Wanddicke auf einem Tischchen vor 
dem Zahlrohr befestigt. 

Nach der Messung wurde jedes Filter auf seinen P-Gehalt chemisch 
analysiert. Der Gehalt an radioaktivem (,,indiziertem‘) Phosphat ist in 
mg P@ ausgedriickt, selbstverstandlich bezogen auf das Phosphat der 
Ausgangslésung, in der sich die wirklich aktiven Phosphoratome in groBer 
Verdiinnung befinden. Die chemische Bestimmung des Phosphats geschah 
mit den in diesem Institut iiblichen Methoden. Die Phosphoglycerinséure 
wurde nach der von Meyerhof und Schulz kiirzlich beschriebenen Methode 
der polarimetrischen Drehung in Molybdatlésung bestimmt. 


Die Reaktion der Gleichung (1) unter Verwendung stéchiometrischer 
Mengen Cozymase ist unmittelbar fiir das Studium des Phosphataus- 


1 Siehe z. B. W. Bothe u. H. Becker, Zeitschr. f. Phys. 66, 292, 1930. 
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tausches zwischen anorganischem Phosphat und Adenosintriphosphat 
wenig geeignet, weil dabei nur ein Molekiil Phosphorsiure pro 1 Mol 
Adenosintriphosphorsdure ausgetauscht wird. Sie lieBe sich auch ohne 
Stérung durch Nebenreaktionen nur in Gegenwart der von Warburg 
und Christian aus Hefeextrakt isolierten Fermentfraktion, sogenanntem 
B-Protein!, studieren. Will man einen Austausch beider leichthydro- 
lysierbarer Phosphatmolekiile erzielen, so mu man als Ferment das 
dialysierte Acetonpulver des Muskelextrakts nach Meyerhof und Ohl- 
meyer” verwenden, das die Reaktion (1a) erméglicht ; aber diese Reaktion 
verlauft fiir sich allein nur unvollstiéndig und wird kompliziert durch 
die gleichzeitige Dismutation der Triosephosphorsiure in Phospho- 
glycerinsiure und «-Glycerinphosphorsdure. Infolgedessen empfiehlt 
es sich, die Reaktion mit der Reoxydation der Dihydro-Cozymase zu 
verbinden : 


(3) 2 Dihydro-Cozymase + 2 Brenztraubensaéure 
= 2 Cozymase + 2 Milchsaure. 


Dann lautet die Gesamtreaktion (la) und (3) 


(4) 2 Triosephosphorsiure + 2 Brenztraubenséure — | Adenosin- 
monophosphorsaure -+ 2 Phosphorséure 
= 2 Phosphoglycerinsiure + 2 Milchsiure + |] Adenosin- 


triphosphorsaure. 


Die Cozymase, die nur als Katalysator dient, fallt aus der Reaktions- 
gleichung heraus. Diese Koppelung ist fiir die folgenden Versuche 
verwandt worden. 


I, P¢-Austausch bei. der ,,Riickreaktion’: der Koppelung (4). 


6,2 cem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 24 Std. dialysiert, 2,45mg P 
Phosphoglycerinséure, 3,6 mg Milchséure als Na-Lactat, 23,5 mg Pyro-P 
Adenosintriphosphat, radioaktives anorganisches Phosphat vom pq 7,4 
mit 2,4 mg P, 0,4 mg Cozymase, 0,2 mg Mg, m/20 Natriumfluorid. Gesamt- 
volumen: 12,0 cem, Versuchstemperatur 20°. 

Ein vollkommener Austausch ist eingetreten, wenn P¢, berechnet aus 
Zahlrohrausschligen, im anorganischen Phosphat und im Adenylpyro- 
phosphat im Verhaltnis der beiderseitigen Gewichte P gefunden wird. Zur 
Zeit t = 0 geben 3,4 mg anorganisches P 360 A/Min. Nach 4,5 Stunden 
verteilt sich, den Austausch vorausgesetzt, dieselbe Zahl der Ausschlaige 
auf 3,4 mg anorganisches P und 2,35 mg Pyro-P. Hieraus ergibt sich die 
Berechnung des P in beiden Fraktionen aus der Zahl der Ausschlige. Stimmt 
die Menge. des aus elektrischer und chemischer Messung berechneten P 
iiberein, so ist damit der vollkommene Austausch erwiesen. 


Die Tabelle I zeigt, da auch dann ein vollkommener Austausch 
des leicht hydrolysierbaren Phosphats im Adenosintriphosphat statt- 
findet, wenn die Reaktion (4) von rechts nach links lauft, sich also das 


1 Diese Zeitschr. 287, 291, 1936. 2 Ebenda 290, 334, 1937. 
Biocheimische Zeitschrift Band 298. 27 
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Tabelle I. 
oa ee = a? 
ey mg P mg P || Triose- 
A Min. mg P? ————————_——_ A/Min. mg P? —————_——_ ye 
Std. aus P* — chem. aus P* | chem. || Seb 
0 360 | 3,4 3,4 3,4 - = - 2,35 ~ 
4,5 || 228 | 2,15 | 3,65 3,8 104 —s«0,,98 1,7 1,95 0,15 


Adenosintriphosphat bis zum Gleichgewicht aufspaltet. Die in Tabelle | 
bestimmte Menge Triosephosphat ist nicht die ganze, durch Reduktion 
der Phosphoglycerinsiure entstandene, weil sich die Triosephosphor- 
saure weiterhin in der Gleichgewichtsreaktion 


2 Triosephosphorséure — 1 Hexosediphosphorsaure 


< 


kondensiert. Uberschlagsweise sind etwa 0,2 mg P Hexosediphosphat 
gebildet, im ganzen also gegen 0,35 mg P Phosphoglycerinsaéure redu- 
ziert. Dem entspricht die Zunahme des anorganischen Phosphats. 


II. Einstellung des Koppelungsgleichgewichts (vgl. Abb. 1). 


1,5 cem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 6 Stunden dialysiert, 0,61 mg 
P-Hexosediphosphat, 1,73 mg Brenztraubenséure, 0,7 mg P anorganisches 
Phosphat vom py 7,4; 0,305 mg P Adenylséure, 1 mg Cozymase, 100 y Mg, 
m/15 Natriumfluorid, Gesamtvolumen: 2,9 cem, Versuchstemperatur: 40°. 
Angaben in mg P. - 
Tabelle II. 





mg P Phosphoglycerinsiure 





Zeit mg P mg Pyro-P 

Min. verestert gebildet gebildet 
0,5 0,114 0,126 0,106 
1 0,152 0,178 0,200 
3 0,243 0,260 , 0,280 
10 0,325 0,340 0,381 

30 0,325 0,380 0,405 








Der hier praktisch in 30 Minuten erreichte Gleichgewichtszustand, 
in dem eine Reaktion chemisch nicht mehr erkannt werden kann, ist 
der Ausgangszustand des nachsten Versuchs zur Einstellung des Iso- 
topengleichgewichts, d.h. es wurden die Komponenten in der Kon- 
zentration, in der sie in Versuch II gefunden wurden, in Versuch III 
zusammengestellt, aber mit dem Unterschied, daB jetzt radioaktives 
anorganisches Phosphat angewandt wurde. Es erfolgt dann — ohne 
chemische Anderung im System — eine Wanderung von aktivem P (P*) 
in das Adenosintriphosphat, wie sie in Tabelle III dargestellt ist. 


III. Einstellung des Isotopengleichgewichts (vgl. Abb. 1). 


Ausgang vom Koppelungsgleichgewicht. 
Versuch A. 1,5 cem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 6 Stunden 
dialysiert, 0,35mg P Phosphoglycerinséure, 0,26 mg P Hexosediphosphat, 
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1 mg Milchséure als Natriumlactat, 0,75 mg Brenztraubenséure, 0,327 mg 
Pyro-P Adenosintriphosphat, 0,395 mg P¢ radioaktives anorganisches 
Phosphat vom py 7,4; 0,1 mg Mg, 307 Mn, 1 mg Cozymase, m/15 
Natriumfluorid. 

Versuch B. Wie Versuch A, aber kleinere Konzentration der Oxydo- 
reduktionskomponenten. 

1,5cem Muskelextrakt, 35 7 P Phosphoglycerinsiure, 26 + P Hexose- 
diphosphat, 0,1 mg Milechstiure, 75 7) Brenztraubenséure, 0,327 mg Pyro-P 

07 *Mo 

2-7 TT T 























Ss 





| j 
‘ 10" 20"40" 150" 10' 
Abb. 1. 

Linke Seite. Koppelungsgleichgewicht. 
Abszisse: Zeit in Min. 
Ordinate: Mittel aus den Werten fiir gebildete Phosphoglycerinsiiure, verestertes Phosphat 
und gebildetes Pyrophosphat in 10-5 Mol Phosphat. 

Rechte Seite. Isotopengleichgewicht. 
Abszisse: Zeit in Sek. bzw. Min. 
Ordinate: —» vorgelegte Menge Pyrophosphat in Adenosintriphosphat; Q——(C P@-Gehalt 
des Pyrophosphats; x  errechnete Werte fiir at (vgl. Text). 





Adenosintriphosphat, 0,378 mg P® radioaktives anorganisches Phosphat 
vom py 7,4; 0,1 mg Mg, 3 7 Mn, 0,1 mg Cozymase, m/150 Natriumfluorid. 

In beiden Versuchen Gesamtvolumen: 3,8 cem; Versuchstemperatur : 
40°; Reaktionszeiten: 20, 40, 75, 150 Sekunden, 10 Minuten. 


Tabelle ITI. 


Berechnet auf Gesamtvolumen (3,8 ccm). 





A B 


t mg mg : , Aus- me mg Ss , Aus- 
anorg. Pyro- or ees tausch r anorg. Pyro- roms tausch xt 

pa pe F in 9 pt pe . in %o 
0 0,395 - 0,395 0,0 0,378 0.378 0,0 


20” | 0,313 | 0,084 . 0,397 47 0,25 «0,275 +=—«0,109 0,384 60 0,32 
40” | 0,288 0,120 0,408 64 0,35 | 0,232 0,138 0,370 81 = 0,43 
75" | 0,253 0,135 0,388 77~=—«0,42 = «0,209 «(0,162 0,371 930,49 
150” | 0,255 0,144 0,399 85 0,46 0,197 0,170 0,363 97 | 0,61 
10’ 0,223 0,159 0,382 92 0,50 | 0,210 0,170 0,380 99 | 0,52 


co §=60,216 «0,179 «(0,395 «100 0,54 0,206 0,172 0,378 100 0,53 
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Wie man aus der Tabelle III sieht, ist die Austauschgeschwindigkeit 
in B, trotz geringerer Konzentration der Oxvdoreduktionssubstrate, 
groBer als in A. 

Die Konstanz der Summe von P* beweist, dab weder experimentelle 
Verluste vorliegen, noch andere P-Verbindungen im Ansatz P* auf- 
genommen haben. Die Berechnung des Austausches fiir ¢ = oo geschah 
hier wiederum auf Grund der eingesetzten P*-Menge, die sich auf an- 
organisches P und Pyro-P gleichmaBig verteilt. Aus den so gefundenen 
Werten wurde der Fortschritt des Austausches in Prozenten aus- 
gerechnet. Dafiir wurde das Mittel aus dem Zuwachs des P* im Adenosin- 
triphosphat und seinem Schwund im anorganischen Phosphat gebildet. 
Z. B. wurden im Versuch A zur Zeit t = 40 Sekunden im Adenosin- 
triphosphat 0,120 mg P* gefunden, das sind 67°, der maximal — bei 
volikommenem Austausch — médglichen 0,179mg. Andererseits hat 
das anorganische Phosphat von den maximal méglichen 0,179 mg P* 
0,395 — 0,288 = 0,107 oder 60°, verloren. Unter der Voraussetzung, 
da®B P" in beiden Fraktionen mit derselben Genauigkeit bestimmt wurde, 
ergab sich so das Mittel von 64%, (Tabelle III). Zum Zwecke der unten 
ausgefiihrten Berechnung wurde dann das Ergebnis der Mittelung in 
folgender Weise benutzt: Ein 64°%,iger Austausch besagt, daB in 
0,327 mg Pyro-P Adenosintriphosphat = i cu = 0,115 mg P*, mithin 

0,115 . 


0397 > 0,35 aufgetreten sind. Wir nennen diesen Bruch- 
st ‘ 


der Bruchteil 


teil x. 

Aus x wird nun die wahre Austauschgeschwindigkeit der P-Atome 
zwischen anorganischem Phosphat und Adenosintriphosphat, die im 
Gleichgewichtszustand in beiden Richtungep gleich ist, wie folgt be- 
rechnet: Die urspriingliche Verteilung der Isotopen soll durch 


P* (anorg.) = P* (Pyro) 


angedeutet werden. Es sei nun N die Zahl der (radioaktiven) P“-Atome, 
die zur Zeit ¢ = 0 als anorganische Phosphorsiure (links) vorliegen ; 
n sei die Zahl der (inaktiven) P’-Atome, die zur Zeit t = 0 als leicht 
abspaltbare Phosphorsaéure des Adenosintriphosphats (rechts) vorliegen. 
In der Zeit 1 sollen a P-Atome (beider Isotope) von links nach rechts 
und ebenfalls @ von rechts nach links wandern. Da ein P’ dieselbe 
Austauschmdglichkeit hat wie ein P*, sind nach der Zeit ¢ rechts 
xn P*.Atome vorhanden, dann liegen also links noch (N — xn) P*- 


ry 


; : N — xn 
Atome vor. In der Zeit dt wandern somit adt : y P*.Atome von 
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: rn a 
links nach rechts und adt P*.Atome von rechts nach links. 
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Die Anderung rechts betragt also 


F at( an N—an\ 
nazx=a — + . 5 
: ie) (5) 
Nach Integration erhalt man 
N-n Nin ° 
—at - --n\l — ———- 2): 6 
N +n ( N ) (6) 
Diese Gleichung |aBt sich auch schreiben 
N ( ae, at 
2 =~ (1-6 ¥en *). 7 
Nin (“) 


Gleichung (7) laBt erkennen, dab die Einstellung des Isotopen- 
gleichgewichts durch die Kurve einer umgekehrten e-Funktion dar- 
gestellt wird. Aus Gleichung (6) wird at berechnet. Vorausgesetzt, 
daB N und n sich wahrend des Versuchs nicht andern und da® x einer 
e-Funktion folgt, sollten die Werte fiir at die Tangente an diese im 
Koordinatenanfang liefern. at bedeutet aber die Zahl der in der Zeit ¢ 
in einer Richtung gewanderten P-Atome beider Isotope oder, wenn V 
und n in Mol Phosphorséure ausgedriickt sind, diese Menge ebenfalls 
in Mol. So wurde Abb. 1 erhalten. Dort ist links die Einstellung des 
Koppelungsgleichgewichts aufgezeichnet. Die gestrichelte Linie deutet 
den Reaktionsverlauf an, wie das Gleichgewicht von der rechten Seite 
der Reaktionsgleichung (4) erreicht wird. Der Gleichgewichtszustand 
ist dann der Ausgangspunkt fiir die Einstellung des Isotopengleich- 
gewichts. Fiir ihre graphische Darstellung sind die Werte des Ver- 
suchs B benutzt worden: die Kreise bedeuten den im Adenosintri- 
phosphat gefundenen Betrag P*, d.h. xn, ausgedriickt in Mol. Die 
fiir at berechneten Punkte liegen statt auf einer Geraden, auf einer sehr 
leicht gekriimmten Linie, was bedeutet, daB die Austauschgeschwindig- 
keit und also die Geschwindigkeit der Koppelungsreaktion infolge Nach- 
lassens der Fermentaktivitat sich allmahlich etwas verlangsamt. 


Der Abbildung ist zu entnehmen, daB im Mittel jedes leicht abspalt- 
bare Phosphatmolekiil der Adenosintriphosphorsaure in etwa 50 Sekun- 
den einen Wechsel durchgemacht hat. Dieser Umsatz wurde von einer 
Fermentmenge bewirkt, die nur etwa ein Zehntel von derjenigen des 
intakten Muskels betragt, wahrend hier die Konzentration des Adenosin- 
triphosphats ungefahr dieselbe ist wie in unseren Versuchen. Da nun 
die Reaktionsgeschwindigkeit von der Fermentkonzentration abhangt, 
folgt, daB in der Muskulatur ein kinetischer Austausch des gesamten 
leicht abspaltbaren Phosphats der Adenosintriphosphorsiure und des- 
gleichen ein entsprechend grofer Wasserstoffwechsel in der Reaktion 
Triosephosphorsaure + Cz =~ Phosphoglycerinsiure -- CzH, bei Gegen- 


wart des aktiven Ferments in der Zeit von wenigen Sekunden méglich ist. 
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IV. Reversibler Zerfall von Cozymase ? 


300 mg B-Protein nach Warburg und Christian, 40 mg Cozymase, 
10,5 mg P Hexosediphosphat, 40 mg Acetaldehyd, 10,5 mg P radioaktives 
anorganisches Phosphat vom py 7,4, 90 mg Glucose, 0,5 mg Mg, 0,15 mg 
Mn, m/60 Natriumfluroid, m/30 Ammoniumbicarbonat. Gesamtvolumen: 
16,2 cem; Gasraum 10% CO, in N,. Versuchstemperatur: 28°. In 75 Minuten 

0,31 + 5800 
wurden 5800 cemm CO, entwickelt, d. h. 294 = 7,8 mg P Hexosedi- 
phosphat oxydiert. Der Wechsel Cz—-Cz H, hat also im Durchschnitt 4,5 mal 
pro Molekiil stattgefunden. 

Zur Isolierung der Cozymase wurde der Ansatz nach der Reaktion 
mit 2cem gesattigtem neutralen Bleiacetat und 16cem Alkohol versetzt. 
Am anderen Tage wurde zentrifugiert und Cozymase aus der Lésung mit 
leem 25°%igem Silbernitrat und 20cem Alkohol ausgefallt. Nach dem 
Trocknen wurde das Silbersalz in 2,5 cem Wasser gelést und mit wenigen 
Tropfen normaler Salzsaéure zersetzt. Aus der klaren Lésung fielen mit 
30 cem Alkohol 32 mg Cozymase vom Reinheitsgrad 0,45. Dieses Prdaparat 
wurde als solches vor dem Zdhlrohr gepriift, es erwies sich vollstindig frei 
von radioaktivem Phosphor. 


V. Nimmt Cozymase bei gleichzeitiger Betdtigung als wasserstoff- und 
phosphatiibertragendes Co-Ferment P@ auf? 


1,5cem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 9 Tage alt, 24 Stunden 
dialysiert, 45 + Milchsaéure als Natriumlactat, 43 ) P Phosphoglycerinsaure, 
0,1 mg Cozymase, 50 y Magnesium. 

Versuch a. 1,18 mg Pyro-P Adenosintriphosphat, 1,74 mg P¢ anorga- 
nisches Phosphat vom py 7,4. 

Versuch b. 1,02 mg Pyro-P@! Adenosintriphosphat, 0,94 mg P an 
organisches Phosphat. 

Versuch c. 44mg Cozymase (an Stelle von Adenosintriphosphat), 
0,74 mg P4 anorganisches Phosphat. Temperatur: 20°; Angaben in mg P. 


Tabelle IV. 








a) b) c) 
} An- Serials An- . | An- Adenyls. P der 
Zeit | organischer P “we organischer P usted | organischer P | Cozymase 








pa P nach 


Sta. | Pp? {chem.} P@ (|chem.|| P@ chem. | * pohemn. j pe chem. | | Gairung 
0 | 1,741 1,74; — (1,18! — | 0,94! 1,02 1,02 //0,74/ 0,74! — | 1,90 
2] — — — — | 0,33 0,94 0,39 1,02; — — os — 

6 || 1,07 | 1,79 | 0,59 | 1,18) — =r ze — 0,71 0,78 0,0 1,70 


Die Cozymase in Versuch c wurde nach der Reaktion als Queck- 
silbersalz isoliert und als solches vor dem Zihlrohr gemessen. Sie hat 
im Gegensatz zu Adenosintriphosphat im Versuch a und zum an- 
organischen Phosphat im Versuch b kein P* aufgenommen. Bei den 


1 Aktives Adenosintriphosphat aus einem Ansatz wie Versuch a 
durch Reinigung iiber das Quecksilbersalz gewonnen. 
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Ansaétzen a und b kann hier wie in Tabelle I die Vollstandigkeit 
des Austausches gepriift werden. Man multipliziert die in beiden 
Fraktionen gefundenen Mengen von P* mit dem _ ,,Verteilungsfaktor“ 
Anorg. P + Pyro-P : , : 
= , dann miissen. bei vollstandigem Austausch die 
Anorg. P 
so gefundenen Werte mit den chemisch bestimmten iibereinstimmen. 
1,74 + 1,18 
1,74 
1,74 + 1,18 
1,74 
-0,59 = 1,0 (chemisch 1,18). Hier ist der Austausch also vollkommen. 
Da unter gleichen Umstainden die Cozymase kein P’ aufgenommen 
hat, folgt jedenfalls, daB die Cophosphorylasewirkung nicht durch 
eine der beiden stabilen Phosphorséuregruppen des Cozymasemolekiils 
vermittelt werden kann, sondern héchstens durch angelagertes, leicht 
hydrolysierbares Phosphat, das bei der Darstellung des Praparats 
wieder abgespalten wird. 


Im Versuch a ergibe sich dann fiir das anorganische P 


- 1,07 = 1,79 mg P (chemisch 1,79) und fiir das Pyro-P 


VI. ,,Verschmierung’: in der Parnas-Reaktion, 


1,0 cem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 15 Tage alt, 6 mg Kreatin, 
0,43 mg Pyro-P Adenosintriphosphat, 0,1 mg Magnesium. Die iibrigen 
Zusitze nach der Tabelle. Gesamtvolumen = 2,1 cem. Versuchstempe- 
ratur: 40°. Angaben in mg P. 


Tabelle V. 





Kreatinphosphor- Phospho- 


a || 
caengumeer ¥ siiure nach 30 Min. brenztrau- 


Ansatz apap sore tes cheba oeionS tea a 
0 Min. 30 Min. P pe zugesetzt 
Extrakt, 6 Std. dialysiert ...... 1,15 0,810 0,65 0,315 0,87 
Extrakt, 50 Std. dialysiert 
ohne Cozymase............. 1,29 1,25 1,09 0,03 1,30 
mit 0,4mg Cozymase....... 1,29 0,91 1,15 0,40 1,30 


Wie man sieht, nimmt die Kreatinphosphorsiure sowohl in dem 
nur 6 Stunden dialysierten Extrakt P* auf, wie auch in dem 50 Stunden 
dialysierten Extrakt, wenn man Cozymase hinzusetzt, nicht dagegen in 
dem 50 Stunden dialysierten Extrakt ohne Cozymase. Hier ist also 
das Oxydoreduktionssystem vollstandig ausgeschaltet. 


VII. Umesterung Phosphobrenztraubensdéure— Glucose (ohne Aufnahme von P*) 


1,0 eem Hefemazerationssaft, 15 Stunden dialysiert, 0,88 mg P Phospho- 
brenztraubensdure, 6 mg Glucose, 4 y Pyro-P Adenosintriphosphat, 1,15 mg 
P¢ anorganisches Phosphat vom px 6,4, 6 y Mangan. Gesamtvolumen: 
1,8 cem; Versuchstemperatur: 28°; Reaktionszeit: 30 Minuten. 
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Das anorganische Phosphat wurde im Trichloressigséurefiltrat gefallt, 
die organisch gebundene Phosphorséure durch Veraschen frei gesetzt. An- 
gaben in mg P. 

Tabelle VI. 





Zeit a as pa 

Min. Anorganisches F in Hexosephosphat P umgeestert 
0 1,15 ee ti 

30 1,25 0,10 0,35 


Genau so wie bei der reinen Parnas-Reaktion nimmt auch, wie 
man aus Tabelle VI sieht, bei der Umesterung von Phosphobrenz- 
traubensiure auf Glucose das entstandene Hexosemonophosphat fast 
kein P“ auf, wenn der Mazerationssaft zur Entfernung der Cozymase 
gentigend lange dialysiert ist. Die geringe Menge P* im Hexosemono- 
phosphat in Tabelle VI wird nach unserem Dafiirhalten durch den 
statistischen Fehler bei der Messung vorgetiauscht, zumal ja die Summe P* 
nach 30 Minuten scheinbar gréBer ist als nach 0 Minuten. 

In den beiden folgenden Abschnitten VIII und IX ist die intra- 
molekulare Verschiebung der Phosphorsiuregruppen bei der Reaktion 


3-Phosphoglycerinsiure — 2-Phosphoglycerinsaure 


und bei der Umwandlung von Cori-Ester in Robison-Ester gepriift 
worden. 


— 


VIII. 3-Phosphoglycerinsétire =~ 2-Phosphoglycerinsdure. 


ae 

lecem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 6 Stunden dialysiert, 1,15 mg 
P@ anorganisches Phosphat vom py 7,4, 1,31 mg P Phosphoglycerinsiure, 
0,l mg Magnesium. Gesamtvolumen: 1,8 cem; Versuchstemperatur: 20°; 
Reaktionszeit: 150 Minuten. 

Nach dem Fillen des anorganischen P als Magnesiumammonium- 
phosphat wurde die Phosphorséure der Phosphoglycerinséure durch Ver- 
aschen frei gesetzt und gleichfalls gefallt. Angaben in mg P2. 


Tabelle VIL. 





Zeit a pa 

Min. Ansgeetaties in der Phosphoglycerinsiure 
0 1,15 — 

150 1,19 0,06 


Daf Phosphoglycerinsiure kein P* aufnimmt (0,06 mg P* liegt 
in der Fehlergrenze), ergibt sich schon aus allen Koppelungsansatzen, 
wo sonst die Summe von anorganischem P* und Pyro-P* zu klein 
gefunden werden miBte. 


IX. Umwandlung von Cori-Ester in Robison-Ester. 


Ganz entsprechend den Versuchen zur Umwandlung von 3-Phospho- 
glycerinsaure in 2-Phosphoglycerinsiure wurden solche zur Umwandlung 
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von Glucose-1-phosphorsaure (Cori) in Glucose-6-phosphorsaure (Robi- 
son) ausgefiihrt. Hierzu diente ein Extrakt aus Acetonpulver, der durch 
die Fallung eines Phosphatextraktes nach Kiessling! hergestellt und 
4 Stunden dialysiert worden war. Die Umwandlung des Cori-Esters in 
Robison-Ester wurde durch den Schwund des nach 10 Minuten in 
n HCl abgespaltenen anorganischen Phosphats bestimmt?. 


Der Enzymansatz enthielt auf 12,5cem 5cem Extrakt aus 200 mg 
Acetonpulver, der 4 Stunden dialysiert worden war; 0,5 cem 2,6 °%oiges 
Bicarbonat, 2 cem Lésung von Cori-Ester mit 2,92 mg P; anorganischem 
Phosphat mit 3,55 mg P, wovon 3,07 mg P@ zugegeben war, der Rest war 
im dialysierten Extrakt vorhanden. 


In 90 Minuten war der Cori-Ester vollstandig umgewandelt und kein 
anorganisches Phosphat verestert. Nach Ausfallung des anorganischen 
Phosphats mit Magnesiumcitrat (Fraktion I) wurde das Filtrat mit 25 %igem 
Bariumacetat und 40 °%igem Alkohol ausgefallt, das Barium mit Schwefel- 
saure entfernt und die Lésung verascht. Das hierbei entstandene anorga- 
nische Phosphat wurde wieder mit Magnesiumcitrat ausgefallt (Fraktion I1). 
Zur Kontrolle wurde noch das anorganische Phosphat bestimmt, das in der 
Fraktion I der Magnesiumcitratfallung entgangen war, nachtraglich aber 
mit Barium und Alkohol ausgefallt worden war. Es machte 2 bis 5°, des 
vorhandenen anorganischen Phosphats aus und kénnte daher eine geringe 
Aufnahme von P®¢ in die Esterfraktion vortaéuschen. 


In der Tabelle VIII ist P“ verglichen mit dem chemisch bestimmten 
anorganischen P. Wie man sieht, stimmen beide vollstandig tiberein, 
d.h. bei der Umphosphorylierung ist kein P* aufgenommen. 


Tabelle VIII. 





Hip = Zeit . ¢ .P 

Fraktion Min. mg P* chemedh bantnat 
Anorganisches Phosphat ....... 0 1,70 1,81 
ee | Ge ee ae 40 1,81 1,76 
Esterphosphat................. 0 0,05 0,035 
CPPMEOUL EE) Shire cb accseesnave 40 0,044 0,011 


X. Irreversibilitét der Aufspaltung der Phosphobrenztraubensdure. 


Versuchsansatz. 1,5 cem Muskelextrakt aus Acetonpulver, 7 Tage alt, 
12 Stunden dialysiert, 0,77 mg P@ anorganisches Phosphat vom py 7,4, 
0,65 mg P Phosphobrenztraubensaure, 0,66 mg Pyro-P Adenosintriphosphat, 
17 y P Phosphoglycerinséure, 45 mg Milchséiure als Natriumlactat, 300 + 
Cozymase, 100 y Magnesium, 30 » Mangan, m/20 Natriumfluorid. Gesamt- 
volumen: 3,0cem; Versuchstemperatur: 37°; Reaktionszeit: 10 Minuten. 


In dem mit Trichloressigsdure enteiweiBten Reaktionsgemisch wurde 
das anorganische Phosphat mit Magnesium-Ammoniumeitrat gefaillt und 
im alkalischen Filtrat die Phosphorsiure der Phosphobrenztraubensiure 
nach Aufspaltung mit n/10 Jod auf dieselbe Weise. Das Filtrat von diesem 


1 Diese Zeitschr. 296, 410, 1938. 2 Vel. Cori, J. of biol. Chem. 121, 
465, 1937; Kiessling, |. c. 
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Niederschlag wurde mit HCl normal sauer gemacht und zur Abspaltung 
des Pyro-P aus der Adenosintriphosphorséiure 7 Minuten auf 100° erhitzt. 
Dieses selbst wurde schlieBlich ebenfalls als Magnesiumammoniumphosphat 
gefallt. 

Tabelle IX. 





mg P® 
Zeit Sa cama * pan F ? 
in 0,77 mg in 0,66 mg Pyro-P in 0,66 mg P Phospho- 
Min. anorganischem P Adenosintriphosphat brenztraubensiure 
0 0,77 “ + 
10 0,51 0,19 0,0 


Die Tabelle LX zeigt, daB nach 10 Minuten, wenn das Adenosintri- 
phosphat bereits 0,19 mg P*, d.i. 54% des theoretischen Maximums, 
aufgenommen hat, die Phosphobrenztraubensaure véllig frei davon ist. 
Dabei wird durch Anwesenheit des Oxydoreduktionssystems dafiir 
gesorgt, daB der kinetische Austausch zwischen anorganischem Phosphat 
und Adenosintriphosphat nach III glatt vor sich gehen kann. Ks ist 
daraus zu schlieBen, daB die Reaktion 


(2) 2 Phosphobrenztraubensaure + | Adenylsaure 
= 2 Brenztraubenséure + 1 Adenosintriphosphorsaure 


irreversibel ist. Dies ist nun tatsichlich die einzige Reaktion in der 
ganzen Reihenfolge des anaeroben Kohlenhydratabbaues, die durch 
Koppelung mit energieliefernden “Reaktionsstufen nicht umgekehrt 
werden kann. Sie stellt daher gleichsam ein Ventil dar, durch das der 
Kohlenhydratumsatz unter allen Bedingungen der Konzentration der 
Reaktionsteilnehmer ‘in die Richtung des Abbaues gezwungen wird. 
Dies gilt jedenfalls nur unter anaeroben Verhaltnissen. Wahrscheinlich 
wird diese Umkehr durch Koppelung mit der Oxydation erreicht und 
es ist vielleicht gerade diese Koppelung, dié fiir die Resynthese des 
Kohlenhydrats mit Hilfe der Oxydationsenergie von entscheidender 
Bedeutung ist. 
Zusammenfassung. 


Die Phosphorylierungsreaktionen der anaeroben Kohlenhydrat- 
spaltung werden mit Hilfe von radioaktivem Phosphor (P*) unter- 
sucht. 


Infolge der Reversibilitat der Koppelung zwischen Hydrierung der 
Cozymase durch Triosephosphorsiure und Phosphataufnahme durch 
Adeninnucleotid gerat bei stattfindender Oxydoreduktion P“ unter 
allen Umstanden in das Adenosintriphosphat und von da durch Um- 
phosphorylierung in weitere Phosphatakzeptoren. Die Geschwindig- 
keit der Aufnahme von P* in das Adenosintriphosphat im Gleich- 
gewichtszustand der Koppelungsreaktion wird gemessen und daraus 
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die Austauschgeschwindigkeit berechnet. Es ergibt sich bei etwa 
physiologischen Konzentrationen eine mittlere Wechselzeit des leicht 
hydrolysierbaren Phosphats in der Adenosintriphosphorséure von 
wenigen Sekunden. Mit derselben Methode laBt sich feststellen, dab 
Cozymase weder bei der Wasserstoffiibertragung noch der Phosphat- 
iibertragung anorganisches Phosphat einlagert. Ebenso gehen alle 
reinen Umesterungsreaktionen, wie die Parnassche Reaktion bei Aus- 
schaltung der Oxydoreduktion, ohne Beteiligung des anorganischen 
Phosphats vor sich. Dasselbe gilt fiir die Verschiebung von Phosphor- 
sduregruppen innerhalb des Molekiils (z. B. 3-Phosphoglycerinsdure 
— 2-Phosphoglycerinséure). SchlieBlich wird festgestellt, daB von 
allen Umphosphorylierungen mit Adeninnucleotid nur die Aufspaltung 
der Phosphobrenztraubensaure irreversibel ist und diese Reaktion 
daher in der Stufenfolge der anaeroben Spaltungsvorginge des Kohlen- 
hydratabbaues eine Ventilwirkung besitzen muf3. 














Kochbestindige Enzymreaktionen 
im Verlauf der anaeroben Kohlenhydratspaltung. 
Von 
L. Curtius und P. Ohlmeyer. 

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg,) 
(Eingegangen am 2. August 1938.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Kendal und Stickland'! beobachteten, da8 stark verdiinnter Muskel- 
extrakt durch Muskelkochsaft starker aktiviert werden kann als durch 
die Gesamtheit der dialysablen Bestandteile, die in den Arbeiten dieses 
Instituts als Co-Fermentsystem der Glykolyse angesprochen worden sind. 
In weniger verdiinntem Muskelextrakt soll diese Differenz zwischen der 
aktivierenden Wirkung von Muskelkochsaft und den bisher bekannten 
dialysablen Co-Fermenten fehlen. Die Autoren schlieBen aus ihren 
Versuchen, daB es noch ein weiteres, bisher nicht isoliertes Co-Ferment 
der Milchsaurebildung gibt, dessen Wirkung erst bei starker Verdiinnung 
des Fermentproteins hervortritt. 

Auf Vorschlag von Herrn Professor Meyerho} haben wir die Frage 
gepriift, ob wirklich hier noch ein weiterer Co-Fermentbestandteil 
vorliegt, der der bisherigen Untersuchung entgangen ist. Dabei muBte 
die Tatsache besonders auffallen, daB seine Wirkung erst bei starker 
Verdiinnung der Fermentproteine hervortreten soll. Wahrend wir die 
experimentellen Angaben von Kendal und Stickland, wenigstens zu 
erheblichem Teil, bestatigen kénnen, fiihrten, unsere Versuche zu einer 
ganz anderen Deutung. Es ergab sich die Tatsache, daB ein Teil der 
Fermentproteine durch das Aufkochen nicht véllig inaktiviert wird, 
sondern dabei reversibel denaturiert worden ist, wie es fiir andere 
Proteine, auch Fermentproteine, bereits bekannt ist®. Diese auf- 
gekochten Fermentproteine entfalten dann schon fiir sich eine enzyma- 
tische Wirkung, die sich mit derjenigen der thermolabilen Ferment- 
proteine so erginzt, daB eine Milchséurebildung aus Glykogen zustande 
kommt. Insbesondere weisen bestimmte Phosphorylierungsreaktionen 
eine relative Kochbestandigkeit auf. So kann die Parnassche Reaktion, 
die Ubertragung des Phosphats von Phosphobrenztraubenséure auf 
Kreatin, die, wie von Lehmann in diesem Institut gezeigt? wurde, noch in 


1 Biochem. J. 31, 1758, 1937. 2 M.L. Anson u. A. E. Mirsky, J. 
of physic. Chem. 35, 185, 1931; R. M. Herriott, J. gen. Physiol. 21, 501, 
1938. 3 Diese Zeitschr. 281, 271, 1935. 
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wochenaltem Fermentextrakt vor sich gehen kann, in einem bestimmten 
Umfang auch durch Muskelkochsaft allein ausgelést werden. Ein 
solcher Kochsaft hat ferner die Fahigkeit, anorganisches Phosphat mit 
einem im Kochsaft enthaltenen, noch unbekannten Akzeptor, wahr- 
scheinlich mit héherem Kohlenhydrat, zu verestern. Wir beschreiben 
im folgenden zuniachst die Fermentwirkungen, die der Muskelkochsaft 
allein zeigt und dann die Wirkung der kochbestandigen undialysablen 
Bestandteile im Zusammenhang mit dem thermolabilen Fermentprotein 
bei der Milchsiurebildung. 


I. Spezifische Fermentwirkungen von Muskelkochsaft. 


Der Kochsaft wurde aus Kaninchenmuskulatur hergestellt, und zwar 
entweder durch Aufkochen eines wassrigen Fermentauszuges nach Me yerhof 
oder nach der Vorschrift von Kendal und Stickland durch UbergieBen von 
zerkleinertem Muskelfleisch mit einem Volumen kochender 0,002 n NaOH 
und 3 Minuten langes Erhitzen auf 100°. Die Befreiung des Kochsaftes von 
dialysablen Co-Fermenten geschah durch Dialyse in Kollodiumhiilsen gegen 
ein groBes Volumen Wasser. Dialyse des Kochsafts gegen ein drittel Volumen 
destilliertes Wasser bei mehrmaligem Wechsel des Hiilseninhalts lieferte 
uns die proteinfreien Co-Fermente des Kochsaftes in nahezu urspriinglicher 
Konzentration. 

Ein haltbares Trockenpraparat der hitzebestandigen Proteine laBt sich 
durch Fallen mit Trichloressigsaure herstellen. Man versetzt 25 cem Koch- 
saft mit l0cem 40° iger Trichloressigsdure, wiascht den Niederschlag 
mehrmals mit 4° iger Trichloressigsiure und trocknet ihn mit 300 cem 
Aceton. Ausbeute: etwa 350mg. 35 mg werden in 1,0 cem 0,04n NaOH 
gelést und mit Wasser auf 2,5 eem gebracht. 


Ein Versuch zur Umesterung von Phosphobrenztraubensiure auf 
Kreatin ist in Tabelle I wiedergegeben. Zur Entfernung der priformierten 
Kreatinphosphorsiure im Kochsaft wurde dieser 14 Stunden gegen 
Wasser dialysiert. Die gebildete Kreatinphosphorsiure wurde im 
Trichloressigsdurefiltrat wie iiblich bestimmt, und zwar durch Sub- 
traktion des wahren anorganischen Phosphats (Mathison) und des 
direkt bestimmten Phosphats (Fiske). 


Tabelle I. Parnas-Reaktion mit dialysiertem Kochsaft. 
1,0cem Kochsaft, 6mg Kreatin, 3mg P,O; Phosphobrenztraubensaure, 


100 » Pyro-P,O, Adenosintriphosphat, 100 » Mg, m/100 Phosphat. Gesamt- 
volumen: 1,9cem; Temperatur: 40°; Reaktionszeit: 30 Minuten. 





mg P.O, Kreatinphos- 


Zeit in Min. mg P.O; (Mathison) mg P.O; (Fiske) phorsiiure gebildet 
0 | 2,36 2,44 — 
30 2,36 2,80 0,36 


Bei wiederholtem Aufkochen verliert der Kochsaft an Wirksamkeit. 
Nach erneutem kurzen Erhitzen bildete der Kochsaft aus Tabelle I 
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noch 0,240 mg P,O, Kreatinphosphorsaure. Die Aktivitat von Kochsaft 
im Vergleich zu ungeschédigtem Fermentextrakt ist in Abb. 1 dar- 
gestellt. Der Ansatz war im iibrigen derselbe wie in Tabelle I, der 
Muskelextrakt | : 25 verdiinnt. 
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Abb. 1. Parnas-Reaktion. Vergleich von Kochsaft mit Muskelextrakt. 
Ordinate: Gebildete Kreatinphosphorsiure in mg P.O;. Abszisse: Zeit in Min. 
© 1,0cem Kochsaft, 
1,0cem Muskelextrakt, 
) 0,5cem Kochsaft + 0,5 ccm Muskelextrakt. 


Den Kurven ist zu entnehmen, da Kochsaft und Muskelextrakt 
einander nicht aktivieren. Eine Aktivierung hatte etwa bedeutet, dal 
ein Teil des zur Parnas-Reaktion gehérigen Fermentsystems beim 
Erhitzen besonders gelitten und nach dem Ersatz aus ungeschadigtem 
Extrakt eine gréBere Reaktionsgeschwindigkeit bedingt hatte. Dak 
aber die Schadigung alle Teile des Systems ziemlich gleichmaBig erfabt 
und daB wenigstens die beiden isolierbaren Stufen der Parnas-Reaktion 
in Kochsaft ungefahr gleich leicht zu verwirklichen sind, ergibt sich aus 
den Tabellen IT und III. 


Tabelle Il. Phosphatumesterung von Phosphobrenztraubensaure 
auf Adenosindiphosphat. 
1,0 cem Kochsaft, 1 Stunde dialysiert, 0,73 mg P,O,; Phosphobrenztrauben- 
siure, 0,66 mg 7 Minuten-P,O, Adenosindiphosphat, 100 » Mg, 65 y P,O, 
Hexosediphosphat. Gesamtvolumen: 1,6 cem; Temperatur: 28°; Reaktions- 
zeit: 30 Minuten. 





Zeit in Min. mg P205 Phospho- ing 7 Min.-P, 0; 
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+007 | 
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Der Zuwachs an anorganischem Phosphat stammt hier aus der 
Kreatinphosphorsaure, fiir deren Bildung der kurz dialysierte Kochsaft 
noch genug Kreatin enthielt. 


Tabelle II. Phosphatumesterung von Adenosintriphosphat auf 
: Kreatin. 
1,0cem Kochsatt, 3 Stunden dialysiert, 1,25 mg Pyro-P,O,; Adenosin- 
triphosphat, 6 mg Kreatin, 100 7 Mg, 65 7 P,O; Hexcsediphosphat. Gesamt- 
volumen: 3,5 ecm; Temperatur: 28°; Reaktionszeit: 30 Minuten. 





i} ie > O. k i 
Zeit in Min. mg anorganisches mg P.O, Kreatin mg 7 Min.-P, 0, 


P,O; phosphorsiure 
0 0,169 0,356 1,234 
30 0,169 0,559 1,031 
+ 0,0 + 0,203 0,203 


Die beiden Versuche zeigen, da in der gleichen Zeit ungefabr 
gleich viel Phosphorsaure, naimlich 0,2 mg P,O, einerseits von Phospho- 
brenztraubensdure auf Adenosindiphosphat, andererseits von Adenosin- 
triphosphat auf Kreatin umgeestert wurden, da8 also ein gleicher 
Bruchteil der zugehérigen Fermente bei der Kochsaftbereitung erhalten 
geblieben ist. In Tabelle III fallt auf, da8 schon zu Beginn der Reaktion 
eine betrachtliche Menge Kreatinphosphorsaure vorliegt. Dieser Betrag 
erklart sich nur zum Teil aus dem Gehalt des 3 Stunden dialysierten 
Kochsafts an praformierter Kreatinphosphorséure, zum andern Teil 
aber aus einer bemerkenswerten Widerstandsfahigkeit des thermo- 
stabilen Faktors gegen Trichloressigsiure. Wenn man namlich den 
Versuch fiir den Zeitwert 0 Minuten in der Reihenfolge: Substrat- 
gemisch-Trichloressigsiure-Kochsaft ansetzt, wie es in Tabelle LII 


geschehen ist, so tritt noch eine Reaktion ein. Diese Verhaltnisse gibt 


Tabelle IV wieder. 


Tabelle IV. Umesterung von Adenosintriphosphat auf Kreatin. 
Reaktion in Trichloressigsaure. 
1,25 mg 7 Minuten-P,O, Adenosintriphosphat, 6mg Kreatin, 100) Mg. 
Drei Versuche mit weiteren Zusitzen in der angegebenen Reihenfolge: 
a) 100cem Wasser, 5cem 4%ige Trichloressigsiure; b) 5 cem Trichlor- 
essigséure, 1,0 cem Kochsaft (20 Stunden dialysiert); ¢) 1,0 cem Kochsaft, 
nach 30 Minuten Reaktionszeit bei 40° 5 cem Trichloressigséure. Gesamt- 
volumen: 8,3 cem. 








mg P,O; 
Versuch ant ; L leicht Schwund vou Kreetin- 
— — _ hydrolysierbares leicht hydrolysier-  phosphorsiure 
I P Phosphat barem Phosphat gebildet 
a) — 0,053 1,247 
b) 0,097 0,345 1,115 0,132 0,195 


c) 0,105 0,650 0,770 0,477 0,492 
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Weitere Versuche ergaben, daB die Reaktion in Trichloressigsaure 
ausbleibt, wenn diese héher konzentriert (20 %,ig) angewandt wird oder 
wenn man nach der Fallung der Kochsaftproteine mit Trichloressigsaure 
als letztes das Substrat zugibt. 


Ein Muskelkochsaft nach Kendal und Stickland zeigt in den ersten 
Stunden nach der Herstellung einen fortschreitenden Schwund von 
anorganischem Phosphat. Das Veresterungsprodukt ist nicht Kreatin- 
phosphorséure, sondern wir nehmen an, daB Glykogen dabei verestert 
wird. Auch diese Reaktion verlauft noch in 3- bis 4°,iger Trichlor- 
essigsiure. Ein Versuchsbeispiel ist in Tabelle V wiedergegeben. 


Tabelle V. Schwund von anorganischer Phosphorsaure in Muskel. 
kochsaft. 
Der Kochsaft wurde zu verschiedenen Zeiten mit 5 Volumen 4% iger Tri- 
chloressigsiure versetzt und auf anorganisches Phosphat analysiert. Im 
Trichloressigsiurefiltrat von der Zeit 0 Minuten wurde das Phosphat nach 
24 Stunden nochmals bestimmt. Die Angaben in mg P,O, beziehen sich in 
beiden Fallen auf 1,0cem Kochsaft. 








Alter des Kochsafts Kochsaft Trichloressigsaurefiltrat 
bzw. Filtrats eee 5 i091 Kn ita 2 SE ORE es We ee eee 
in Std. | Gehalt Schwund Gehalt Schwund 
0 2,4 ; 2,4 
1 2,2 0,12 - 
2 2,22 0,18 — 
3 2,09 0,31 
24 2,09 0,31 2,17 0,23 


Der Umfang der Phosphatveresterung ist je nach dem Praparat 
verschieden. Ihr Maximum betrug 0,9mg P,O; pro 1 ccm: in zwei 
von neun Fallen blieb sie aus. : 


Weitere thermostabile Proteine einzelner Reaktionen im Kohlen- 
hydratabbau wurden bisher nicht gefunden. Die Vorgange im statio- 
naren Zustand der Milchsdurebildung, also die mit Phosphatveresterung 
gekoppelte reversible Oxydation von Triosephosphorsiure zu Phospho- 
glycerinsiure kénnen im Muskelkochsaft nicht im geringsten mehr 
verlaufen. Dies stellten wir in einem System fest, das Triosephosphor- 
siure, Adenosintriphosphat und radioaktive anorganische Phosphor- 
siiure enthielt. Hier wird, wie in der voraufgehenden Arbeit gezeigt 
wurde, in Gegenwart der aktiven Fermente Adenosintriphosphat mit 
radioaktivem Phosphat ,,verschmiert’. In Kochsaft war das nicht 
der Fall, und damit ist zugleich bewiesen, daB dieser bei der Herstellung 
ausreichend erhitzt war. Andererseits zeigen die hitzebestandigen 
Proteine eine aktivierende Wirkung auf das intakte Fermentsystem 
der Milchsaurebildung. 
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Il. Wirkung der Proteine und Co-Fermente des Muskelkochsaftes bei der 
Milchsaurebildung. 


Kendal und Stickland beschreiben in ihrer erwihnten Arbeit keine 
Versuche, in denen ein Dialysat aus Kochsaft mit der Summe aller 
bekannten Co-Fermente verglichen ware, auch haben sie die Frage 
nicht gepriift, ob der Effekt, aus dem sie auf ein neues Co-Ferment 
schlieBen, nicht durch vergleichsweise héheren Gehalt des Kochsafts 
an den bekannten Co-Fermenten zustande kommen kénnte. Unsere 
Untersuchung zeigt, da8 ein Gemisch der einzelnen Co-Fermente unter 
Umstanden mehr Milchsaure bilden kann als das Dialysat aus Muskel- 
kochsaft, sie zeigt aber weiterhin, daB die nicht dialysablen Bestand- 
teile, also eben die thermostabilen Proteine, dann noch eine Steigerung 
ergeben. 

Als Enzym benutzten wir dialysierten Muskelextrakt, und zwar 
wie Kendal und Stickland in groBer Verdiinnung, da so vor allem die 
Wirkung des zusatzlichen Proteins am deutlichsten hervortrat. Unter 
der Summe der Co-Fermente verstehen wir Cozymase!, Adenosintri- 
phosphat, Hexosediphosphat, Kreatin, anorganisches Phosphat, Magne- 
sium und Mangan?. Die Co-Fermente des Kochsafts wurden, wie oben 
angegeben, als Dialysat abgetrennt. 

Tabelle VI zeigt einen Vergleich von Co-Fermenten mit Kochsaft- 
Dialysat in steigenden Konzentrationen und die Wirkung des thermo- 
stabilen Faktors auf beide. 

Steigende Mengen der Co-Fermente erhéhen die Reaktionsge- 
schwindigkeit bis an eine Grenze, die offenbar bei voller Absattigung 
des die Geschwindigkeit bestimmenden Fermentproteins mit seiner 
Wirkungsgruppe erreicht wird. Diese Grenzgeschwindigkeit (Versuch 3 
und 4) wird auch durch das Dialysat aus Kochsaft nicht tiberschritten 
(Versuch 6). Erst Zugabe des undialysablen Riickstands fiihrt iiber sie 
hinaus (Versuch 10 und 11). Dieser selbst ist allein fast unwirksam 
(Versuch 12). Die gleichen Verhaltnisse ergeben sich auch aus dem 
Ansatz mit der wieder gelésten Trichloressigsaurefaillung des Proteins 
(Tabelle VII). Dieser Niederschlag wurde aus frischem Kochsaft her- 
gestellt, das zugehdérige Filtrat entspricht also dem Dialysat, und es 
hatte in weiteren Versuchen in der Tat keine héhere Wirkung als dieses. 
Am wenigsten aktiviert ein Dialysat von gewéhnlichem Muskelextrakt, 
der durch Aufbewahren bei Zimmertemperatur inaktiviert war, d. h. 
der Adenosintriphosphat und teilweise auch Cozymase abgebaut hatte; 
es vermochte eine vorgegebene Menge Co-Ferment fast nicht mehr zu 
steigern. Diese Versuche sind in Tabelle VII dargestellt. 


10. Meyerhof u. P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 290, 334, 1937. — 
2 P. Ohlmeyer u. S. Ochoa, ebenda 293, 338, 1937. 
Biochemische Zeitschrift Band 298. 98 
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Das Ergebnis unserer Versuche ist, dap wir im Dialysat von Kochsajt 
keinen Faktor nachweisen konnten, der zum Co-Fermentsystem der Glykolyse 
neu hinzugekommen ware. 


Wir schlieBen noch zwei Versuche an, die den EinfluB des thermo- 
stabilen Faktors auf die Geschwindigkeit der Milchsaéurebildung in 
anderer Anordnung zeigen. Bei dem ersteren wurde als Ferment- 
praparat ein mittels 1%igem Na,HPO, hergestellter Extrakt aus 
Muskelbrei angewandt. Der Kochsaft war aus 5 Stunden dialysiertem 
Muskelextrakt hergestellt worden. 


Tabelle VIII. Milchsaurebildung mit Phosphatextrakt. 


1,0cem Extrakt, 0,lcem 5,2%iges Bicarbonat, 1,5 + 10°? mol. Phosphat 
vom py 7,4; 9mg Glykogen. Co-Fermente = 500 y Cozymase, 200» 7 Mi- 
nuten-P,O, Adenosintriphosphat, 65 » P,O;, Hexosediphosphat, 200 » Mg, 
30» Mn. Volumen: 2,7 cem; Gasraum: 5°, CO, in N,; Temperatur: 28°. 
Manometrische Messung. Angaben in mg Milchsaure. 





Versuchs-Nr. : 1 2 3 


Zeit in Min. | Co-Fermente | , o-Fermente 


-.O:8ccm Kochealt 0,3. ccm Kochsaft 
20 0,12 0,25 0,08 
50 0,43 0,94 0,14 


Am saubersten geht die Wirkung des Proteins aus dem Versuch IX 
hervor, in dem erschépfende Dialyse des Kochsafts und maximale 
Anreicherung des Dialysats die Gleichheit der Co-Fermentmenge in 
allen Ansatzen gewahrleistet. 


Tabelle IX. Erganzung von Kochsaftdiaiysat durch dialysierten 
Kochsaft. 
0,1 cem Muskelextrakt, 1,8 + 10°? mol. Phosphat vom py 7,4; 9mg Glykogen, 
3mg Kreatin, 65 » P,O, Hexosediphosphat, 50 y Mg, 6 y Mn, 0,1 cem 
5,2 %iges Bicarbonat. Volumen: 2,2 cem; Gasraum: 5% CO, in N,. Tem- 
peratur: 28°. Kochsaftdialysat aus 9cem Hiilsenvolumen gegen 3 ccm 
Wasser bei mehrfachem Wechsel des Kochsaftes in der Hiilse. Die mano- 
metrisch gemessene Milchsaéure ist in mg angegeben. 





0,5 eem Dialysat 


Zeit in Min. 0,5 ccm Dialysat + 0,5 ccm dialysiertem 0,5 ccm Kochsaft 


undialysiert 


Kochsaft 
20 0,14 0,29 0,32 
60 0,29 0,58 0,82 
90 0,41 1,17 2 


Hier wird die Milchsaiurebildung, die der Co-Fermentgehalt des 
Kochsafts hervorruft, durch seine Proteme auf etwa das Dreifache 
gesteigert, und, wie es zu verlangen ist, bildet sich mit dem urspriing- 














420 L.Curtius u. P. Ohlmeyer: Kochbestandige Enzymreaktionen usw. 


lichen und dem zusammengesetzten Kochsaft Milchsiure mit derselben 
Geschwindigkeit. 

Es soll noch erwahnt werden, daB die Milchsaure in den wichtigsten 
Fallen mit guter Ubereinstimmung zur manometrischen Messung auch 
chemisch bestimmt wurde. 


Wir danken Herrn K. Wacker fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Versuche. 
Zusammenfassung. 


1. Es wird gezeigt, daB Muskelkochsaft thermostabile Proteine 
enthalt, die beide Stufen der Parnas-Reaktion katalysieren und einen 
noch unbekannten Akzeptor, wahrscheinlich Glykogen, mit anorgani- 
scher Phosphorséure zu verestern vermdégen. 

2. Die hitzebestindigen Proteine aktivieren das Fermentsystem 
der Milchséurebildung. 

3. Es werden Versuche itiber die Abhangigkeit der Milchsiure- 
bildung von der Co-Fermentkonzentration mitgeteilt, die im Gegensatz 
zu den Vermutungen von Kendal und Stickland keinen Anhaltspunkt 
fiir ein bislang unbekanntes Co-Ferment der Glykolyse ergeben. 
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Uber die Reindarstellung 
von Glucose-1-phosphorsiure (Cori-Ester). 
Von 
W. Kiessling. 

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2, August 1938.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Entdeckung von Cori und seinen Mitarbeitern!, daB bei 
dem anaeroben Glykogenumsatz zunichst eine Glucose-1-phosphor- 
siure entsteht, die sich darauf in Glucose-6-phosphorsaéure umlagert, 
stellt eine wichtige Erweiterung unserer Vorstellungen tiber die Phos- 
phorylierung der Zucker bei der anaeroben Kohlenhydratspaltung dar. 
Nachdem bereits von J. K. Parnas? gefunden worden war, daB die Vereste- 
rung des Glykogens im Gegensatz zu der der Glucose ohne gleichzeitige 
Oxydoreduktion vor sich gehen kann, z. B. in jodessigsiurevergiftetem 
Muskelextrakt, und andererseits durch Phlorrhizin gehemmt wird, 
wurde die Sonderstellung des Glykogens bei dem Zuckerabbau durch 
das Auffinden der Glucose-1-phosphorséure in ein noch helleres Licht 
geriickt. 


A 

Die leichte Bildung des Cori-Esters macht diesen als Ausgangs- 
substanz fiir das Studium des Umsatzes der Hexoseester besonders 
geeignet. Ich habe deshalb Versuche angestellt, um diesen in gréBerer 
Ausbeute rein zu gewinnen und beschreibe im folgenden die Darstellung 
eines sch6n kristallisierenden Kaliumsalzes des Cori-Esters. Mit diesem 
lieB sich auch die Frage entscheiden, ob die Beimengung von Glycerin- 
phosphat bei der iiblichen Darstellung des Robison-Esters, die von 
Smythe erkannt*® und in diesem Institut bei vielen Gelegenheiten be- 
statigt werden konnte, unvermeidlich ist, oder ob man unter Benutzung 
des kristallisierten Cori-Esters nicht eine von Glycerinphosphorsiure 
vollig freie Hexose-6-phosphorsaure erhalt. Da sich aus dem Garungs- 
schema ergibt, da die Glycerinphosphorsiure ihren Ursprung der 
Oxydoreduktion der Triosephosphorsiuren verdankt, sollte das Auf- 
treten derselben besonders zu verhindern sein, wenn man das umlagernde 
Ferment mit Jodessigsiure vergiftet. Die Versuche fiihrten zu dem 


1 C.F. Cori, Colowick u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 121, 465, 1937; 
128, 375, 1938. — 2 Parnas u. Baranowski, C. r. Soc. Biol. 121, 282, 1936; 
Parnas, Ergebn. d. Enzymforsch. 6, 57, 1937. — * J. of biol. Chem. 117, 
135; 118, 619, 1937. 
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gewiinschten Resultat und ergaben auch gleichzeitig, daB ohne Oxydo- 
reduktion keinerlei Bildung von Hexosediphosphat eintritt, so da 
man durch Umwandlung von kristallisiertem Cori-Ester in der Tat 
direkt reine Hexose-6-monophosphorséure erhalt. Diese ist jedoch 
stets ein Gleichgewichtsester, bestehend aus Glucose-6-phosphorsaure, 
Fructose-6-phosphorsaure und vielleicht auch Mannose-6-phosphor- 
siure, da die Phosphohexomutase Lohmanns in allen dialysierten 
Muskelextrakten anwesend ist. 


Darstellung des kristallisierten Dikaliumsalzes der Glucose-1-phosphorsiure. 
Bestimmungsmethoden. 

Die Gesamtveresterung des Glykogens mit anorganischem Phosphat 
kann man an der Abnahme des anorganischen Phosphats verfolgen 
(Ad). Die Veresterungsprodukte Glucose-1-phosphorsaiure, Glucose- 
und Fructose-6-phosphorsiure und — ohne Jodessigsiurevergiftung - 
Hexosediphosphorsaure lassen sich durch ihr verschiedenes Verhalten bei 
saurer bzw. alkalischer Hydrolyse bestimmen. Nach unveréfientlichten 
Versuchen von Ph. Schuster in unserem Institut wird durch n/5 NaOH 
bei 100° in 3 Minuten Hexose-6-phosphorséure zu 60°, und Hexose- 
diphosphorsiure zu 100° hydrolysiert (a). | Glucose-1-phosphor- 
siure bleibt dabei unverindert. Diese wird mit n HCl bei 100° in 
10 Minuten vollstandig in Glucose und Phosphorsaure gespalten (10’). 
Es ist also dann Gesamtveresterung = Ad, Glucose-1-phosphorsaure 
(a +- 10’) — a* und Ad — (a+ 10’) = 40% des gebildeten Embden- 
Esters. Aus a und Ad — (a + 10’) laBt sich dann die gebildete Hexose- 
diphosphorsaure berechnen. 


V orversuche. 


Cort und Cori (l.c.) verwenden zur Darstellung der Glucose- 
1-phosphorséure lange dialysierten Muskelextrakt und trennen die 
Hexose-1- und -6-monophosphorsauren iiber die verschiedene Léslichkéit 
ihrer Brucinsalze. Durch eine Reihe von Vorversuchen wurde nun 
gefunden, da man die Bildung von Cori-Ester wesentlich erhéhen 
(bis zu 2mg P,O,-Veresterung pro ccm Extrakt) und die Reinigung 
iiber die Brucinsalze umgehen kann, wenn man den Muskelextrakt 
mit 1°%iger sekundarer Natriumphosphatlésung statt mit Wasser 
herstellt, und zu diesem Extrakt viel anorganisches Phosphat bis zu 
einer Gesamtkonzentration von 0,15 Mol zusetzt. Um das Oxydo- 
reduktionssystem vorher auszuschalten, vergiftet man zweckmaBig mit 
Jodessigsiure. Versuch 1 zeigt die Glykogenveresterung (ohne Riick- 
sicht auf die ausschlieBliche Bildung von Cori-Ester mit a).Wasser- 

* Die vorhergehende Alkaliverseifung dient der Aufspaltung der 


Hexosediphosphorsaure, die sonst die Berechnung des Cori-Esters aus der 
10 Minuten-Hydrolyse stéren wiirde. 
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extrakt, b) sekundirem Natriumphosphatextrakt aus Kaninchen- 
muskeln und c) Mazerationssaft aus Trockenhefe (L6wenbrau-Miinchen). 
Versuch 1, Ansatz: 1eem Extrakt, 0,3 cem 3%iges Glykogen, 0,3 cem 


m/10 Phosphat, py 6,5; 0,2 cem 2,6 %iges Natriumbicarbonat, 5% CO,/Ng. 


a) Wasserextrakt. 





mg P,O;: 4d (a + 10')—a 
3 Min. 0,56 0,32 
5 0,85 0,26 
iC ere 1,20 1,07 


b) Sek. Natriumphosphatextrakt (ohne Zusatz von 
anorgan. Phosphat) !. 





d (a + 10')—a 
2 Min. | 1,73 0,20 
oo i 2,22 1,20 
pL ae 2,81 1,40 


c) Mazerationssaft. 





d (a + 10')—a 
5 Min. 0,57 0,29 
1,13 0,13 


Versuch 2 zeigt den EinfluB8 der Menge des anorganischen Phosphats 
auf den Reinheitsgrad des Cori-Esters. Hohe Phosphatkonzentration 
verhindert die Umlagerung des Cori-Esters zu Embden-Ester. 


Versuch 2. Ansatz: 1 cem Natriumphosphatextrakt (3 Stunden dialy- 
siert), eine halbe Stunde mit J odessigsaure vergiftet 1 : 1000; 0,2 cem 2,6 %,iges 
Na-Bicarbonat, 0,3cem 3%iges Glykogen bzw. Starke, anorganisches 
Phosphat; (pq 6,5) in verschiedenen Konzentrationen. Inkubationszeit 
iy Minuten. 








Glykogen Starke 
Anorg. P205 || 10 Min. P, 0s 10’-P, 0; 10 Min. 10’-P, Os 
mol. } mg Veraschungs-P, O; mg Veraschungs-P, 0, 

0,015 0,77 0,56 

0,037 0,78 0,70 0,48 0,68 
0,054 0,75 0,95 0,54 0,85 
0,068 i 1,55 0,96 0,68 0,90 
0,104 1,65 0,99 0,71 0,96 
0,145 1,64 1,0 1,02 1,00 
0,256 | 0,71 0,87 1,50 0,98 


1 Bei dem Vergleich zwischen Natriumphosphat- und Wasserextrakt 
mu8 man noch beriicksichtigen, daB Phosphatextrakt im Verhaltnis 
Muskel/Phosphatlésung 1: 2 und Wasserextrakt im Verhiltnis 2:3 her- 
gestellt werden. 
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Diese Versuche sind mit kurz dialysierten Extrakten ausgefiihrt 
worden, um praformierte Ester, die mitden tblichen Reinigungsmethoden 
iiber Schwermetall- oder Erdalkalimetallsalze von dem Cori-Ester 
schlecht abzutrennen sind, vorher zu entfernen. Nach dem Auffinden des 
kristallisierten Kaliumsalzes war das nicht mehr notwendig. In frischen, 
nicht dialysierten Extrakten steigt der 10-Minuten-Wert bei einer 
Phosphatkonzentration von 0,15 Mol bis zu 2 mg an. 


Beschreibung der Darstellung des kristallisierten Dikaliumsalzes. 


Herstellung des Extraktes: Gut gekiihlter und zerkleinerter Kaninchen- 
muskelbrei wurde mit eisgekiihlter, 1 %iger sekundarer Natriumphosphat- 
lésung (ohne Kristallwasser) im Verhaltnis 1:2 verrieben (wie bei der 
Herstellung des Wasser- oder Kaliumchloridextrakts), und dann der 
alkalische Phosphatauszug auf einer eisgekiihlten 6000 t Trommelzentrifuge 
in etwa 10 Minuten vom Muskelriickstand getrennt. 880 ccm dieses Extrakts 
wurden mit 220cem 1%iger Monojodessigséure eine halbe Stunde bei 
Zimmertemperatur vergiftet, dann mit 88 ccm 5,2 %igem Natriumbicarbonat 
versetzt und mit 5% CO,/N, gesattigt. Zu diesem Gemisch wurden 264 ccm 
3%iges Glykogen zusammen mit 530ccm m/2 Phosphatlésung, px 6,5, 
und 88cem 1 %ige Monojodessigsiure gegeben und das Reaktionsgemisch 
15 Minuten bei 28° belassen. Diese Zeit wurde in einem Vorversuch fest- 
gestellt. (Nach 5 Minuten waren 1,26 mg, nach 10 Minuten 1,51 mg und 
nach 15 Minuten 1,98 mg 10-Minuten-P,O,; gebildet.) Nach EnteiweiBung 
mit 240ccem 40%iger Trichloressigsiure wurde iiber Kieselgur rasch ab- 
gesaugt und das klare, gekiihlte Filtrat mit Natronlauge neutralisiert. 
Aus diesem Filtrat wurde das anorganische Phosphat mit Magnesiamixtur 
und aus der gekiihlten, schwach kongosauren Lésung mit 2 Teilen Alkohol 
das Glykogen gefallt. Nach einigen Stunden wurde die geklarte Fliissigkeit 
abgetrennt und aus der neutralen Lésung der Cori-Ester neben praformierten 
anderen Estern mit Bariumacetat als Rohprodukt gefallt. Ausbeute 16 g, 
10-Minuten-P,O; 8,5 %, Veraschungs-P,O,; 11,1%. Die Glykogenabtrennung 
wurde dann aus konzentrierter Lésung (200 cem) dieses Rohsalzes in stark 
kongosaurer Lésung mit 2 Teilen Alkohol wiedefholt. Das abermals neutral 
gefallte Bariumsalz wurde hierauf mit 50 ccm 10 %iger Kaliumsulfatlésung 
ins Kaliumsalz umgewandelt, das Bariumsulfat abzentrifugiert und in die 
heiBe wassrige Lésung 600 ccm heiBer Alkohol eingetragen, angerieben 
und iiber Nacht im Eisschrank zur Kristallisation angesetzt. Ausbeute 
5,7 g, 10-Minuten-P,O, 17,1% und Veraschungs-P,O, 17,1%. Aus der 
Mutterlauge wurden iiber das Bariumsalz nochmals 450 mg in einer zweiten 
Verarbeitung als Kaliumsalz mit 17,5 %, 10-Minuten- und Veraschungs-P, O; 
erhalten. 


Analysen und Eigenschaften. 


Zur Analyse wurde das Kaliumsalz noch zweimal aus 50 %igem 
Alkohol umkristallisiert (0,5 g Kaliumsalz in 30 ccm H,O). Es fallt 
in stark doppelbrechenden, keilférmigen Kristallaggregaten aus, die 
sich oft zu blattéhnlichen Gebilden zusammenlagern (s. Abbildungen). 
In Wasser ist es leicht léslich, praktisch unléslich in 50 %igem Alkohol, 
gegen Alkali sehr resistent und wird von n Salzsaure bei 100° in 10 Mi- 
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nuten zu 100°, in Glucose und anorganische Phosphorsiure gespalten. 
Exsikkatortrocken enthalt es 2 Mol Kristallwasser, die bei 100° im 
Hochvakuum unter leichter Gelbfarbung abgegeben werden. 


| : 
Abb. 1. Dikaliumsalz. 
VergréBerung 1:10. Langsame Kristallisation. 


» r 


‘a, 


* 









Abb. 2. Dikaliumsalz. 
VergréBerung 1: 22,2. Schnelle Kristallisation. 


Analysen. 


C,H,,0,P K, + 2H,O (Mol.-Gew. 372,33). C, H: 4,320, 4,160 mg 
Substanz; 3,09, 2,97 mg CO,; 1,62, 1,60 mg H,O; 19.51, 19,47° C; 4,19, 
4,30°, H. P (kolorimetrisch): 2,495, 1,977 mg Substanz; 0,206, 0,164 mg P; 
8,26, 8,30% P. . 

K: bestimmt als Kaliumpyrophosphat durch Veraschen und Gliihen 
der Substanz bis zur Gewichtskonstanz (Pregl, Mikroanalyse 1935, S. 169). 
Wegen starker hygroskopischer Eigenschaft des kristallwasserfreien Kalium- 
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pyrophosphats wurde der Platintiegel im P,O,;-Exsikkator im verschlossenen 
Glas erkalten lassen und dann rasch gewogen. 


14,450 mg Substanz: 6,429mg K,P,0,; 21,06° K. 
Ber.: C 19,34%, H 4,05%, P 8,33%, K 21,01 %. 
Gef.: C 19,47%, H 4,19%, P 8,26%, K 21,06 %, 

C 19,51%, H 4,30%, P 8,30 %. 


Kristallwasserbestimmung: 30,896 mg Substanz, 2 Stunden bei 100° 
0,001 mm Hg. Gewichtsabnahme 2,881 mg; gef. 9,34, ber. 9,68 %. 


Drehung des polarisierten Lichtes: K-Salz (wasserfrei) ¢ = 2,37 %, 
sag + §,06°, l = 2dm, [a}?},, = + 106,78°. 

Freie Séure: (K-Salz in n HCl) c = 2,81%, a546, = + 8,039, 7 = 2 dm, 
[a]®., + 142,88°. Daraus berechnet fiir [x]}} = + 120,0°. 

Cori und Cori fanden fiir die freie Saure des auf enzymatischem Wege 
hergestellten Ester = [a]}) = + 118°, fiir das synthetische Produkt [«]}) = 


120°. 

Zuckerbestimmung: Ausfiihrung Shaffer-Somogyi. 2,620 mg Sub- 
stanz mit 0,497 mg 10-Minuten-P,O;; vor Saurehydrolyse 0,03 mg Zucker, 
nach Saéurehydrolyse, gef. 1,25 mg Zucker, ber. 1,26; 99,2 °%. 


Umlagerung der Hexose-1-phosphorsiure (Cori-Ester) in Hexose-6-phosphor- 
siure (Embden-Ester) mit dialysiertem Muskelextrakt. 

Hexose-1-phosphorsaure lagert sich, wie schon Cori und Cori gefun- 
den haben (I. c.), mit lange dialysiertem Muskelextrakt in Hexose-6-phos- 
phorsiure um. Dieser Vorgang wird durch Mg-Ion stark beschleunigt. 
Kin anderes Co-Ferment, Nucleotid oder Hexosediphosphat, ist bei Ver- 
wendung von dialysiertem Wasserextrakt oder Natriumphosphatextrakt 
aus Kaninchenmuskelpulver nicht erforderlich. L.P. Kendal und L. H. 
Stickland* halten das letztere bei ihren Umwandlungsversuchen mit den 
vierten oder fiinften schwach alkalischen Muskelausziigen fiir notwendig. 
Ebenso wenig EinfluB auf die Umlagerung hat Zusatz von Jodessig- 
saure, Natriumfluorid, Phlorrhizin und Instilin. Ohne Zusatz von 
Jodessigsiure findet wegen der Anwesenheit von Spuren Cozymase 
bei der Umlagerung eine fast gleich starke Abnahme des anorganischen 
Phosphats unter gleichzeitiger Bildung von Hexosediphosphat statt. 
Die Umlagerung in Embden-Ester ist irreversibel und das entstandene 
Produkt ist wegen der Anwesenheit und Bestandigkeit der Phospho- 
hexomutase? der Gleichgewichtsester: Glucose-Fructose-6-phosphor- 
siure. Denn isoliertes und gereinigtes Umwandlungsprodukt andert, 
wenn es frischem Muskelextrakt zugesetzt wird, bei der Siurehydrolyse 
den 180-Minuten-Wert nicht mehr; es kann also weder eine Riick- 
verwandlung zu Hexose-1-phosphorsaure noch eine Gleichgewichts- 
verschiebung zwischen Aldose- und Ketoseester erfolgt sein. Drehung 


1 Biochem. J. 32, 572, 1938. — 2 K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 
137, 1933. 
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und Hypojodittitration stimmen auf ein Estergemisch mit 80 bis 85°, 
(lucoseester. 

Die aus Mazerationssaft mit Glucose und anorganischem Phos- 
phat dargestellten ,,Gleichgewichtsester“ (Neuberg und O. Warburg) ent- 
halten ungefaihr 5°, Glycerin. Smythe (l.c.) hat festgestellt, daB der 
Monoester ein Doppelsalz mit der Glycerinphosphorséure bildet, die 
bei der Darstellung als Dismutationsprodukt der ebenfalls gebildeten 
Hexosediphosphorsaure entsteht. Die Trennung ist deswegen iiber 
Kristallisation des Calciumsalzes sehr unvollstandig, ebenso eine 
Trennung iiber eines der sonst tiblichen Salze, da beide Ester 
fast gleiche Léslichkeit besitzen und der Hexoseester wegen seiner 
lyophilen Eigenschaft die Glycerinphosphorsiure am Ausfallen ver- 
hindert. Auf der anderen Seite bestand jedoch die Méglichkeit, daB 
der Monoester bei der Glycerinbestimmung nach Zeisel und Fanto mit 
Jodwasserstoff selbst ein Abbauprodukt liefert, das eine Glycerin- 
reaktion vortauschen konnte. Ausgehend vom kristallisierten Kalium- 
salz der Hexose-1-phosphorsiure, das keine Glycerinreaktion zeigt, 
konnte diese Frage entschieden werden. Das Umlagerungsprodukt 
aus Cori-Ester, mit ausdialysiertem Muskelextrakt und Zusatz von 
Jodessigsiure, gibt tatsichlich keine Glycerinreaktion mehr. 

Darstellung und Analysen des glycerinphosphorsaurefreien Gleich- 
gewichtsesters aus Cori-Ester: 75 cem 35 Stunden gegen 0,9°%, Kalium- 
chlorid dialysierter Extrakt aus Acetonmuskelpulver wurden 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur mit Jodessigsiure '/;99. vergiftet und dann mit 
7,5cem 2,6°%igem Natriumbicarbonat, 36cem Cori-Ester enthaltend, 
89mg 10-Minuten-P,O; und 1000 7 Mg nach Sattigung mit 5° CO,/N, 
| Stunde bei 28° gehalten. Nach EnteiweiBung mit 10 ccm 40 °,iger Trichlor- 
essigsiure wurde die Substanz als Bariumsalz mit 3 Teilen Alkohol in 
neutraler Lésung gefallt. Dieses Salz wurde in 22cem n HCl zur Ent- 
fernung der letzten Reste des Cori-Esters 10 Minuten bei 100° hydrolysiert, 
nach Abtrennung des anorganischen Phosphats und Spuren von Ver- 
unreinigungen in 15°%iger alkoholischer neutraler Lésung mit Barium- 
acetat durch Zusatz von Alkohol (etwa 60 °%,igem) als reiner Gleichgewichts- 
ester gewonnen. Ausbeute 360 mg. Veraschungs-P,O,; 15,35 %%. 


Analysen. 


Glycerinbestimmung: 30,28 mg Bariumsalz geben nach 10 Minuten in 
der Anordnung nach Zeisel und Fanto und in der Mikroausfiihrung nach 
Pregl in der alkoholischen Silbernitratlésung keinen wagbaren Niederschlag. 

Drehung des polarisierten Lichtes, freie Siure (Bariumsalz in n HC): 
C= 1,82%; as = + 1,289; 2 = 2dm; (af, + 34,419. Daraus Aldose 
zu Gesamtester = 0,83. 

Hypojodittitration, Ausfiihrung Me Leod und Robison: Na-Salz mit 
0,509 mg Veraschungs-P,O;. Zucker gef. 1,21 und 1,19 mg, ber. 1,38 mg, 
87,7, 86,3 %. 

Einwirkung von frischem Muskelextrakt und nachfolgende Saure- 
hydrolyse: Na-Salz mit 1,55 mg P,O, wurde | Stunde mit frischem Kanin- 
chenmuskelextrakt und 100 7 Mg bei 28° inkubiert. Bei der Saurehydrolyse 
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in n HCI bei 100° wurde vor und nach der Behandlung mit Muskelextrakt 
nach 10 Minuten kein anorganisches Phosphat und nach 180 Minuten 
0,48 mg gefunden. Eine Zunahme des leicht hydrolysierbaren Phosphats 
ist somit nicht erfolgt. 


Darstellung des Gleichgewichtsesters aus Glykogen und anorganischem 
Phosphat mit sekundirem Natriumphosphatextrakt. 

Nach den bei der Darstellung der Glucose-1-phosphorsaure ge. 
machten Erfahrungen lag es natiirlich nahe, den Natriumphosphat- 
extrakt zur Darstellung des Embden-Esters aus Glykogen und an. 
organischem Phosphat in einem Arbeitsgang zu verwenden. Wie bei 
der iiblichen Darstellung des Robison-Esters aus Mazerationssaft, mit 
Glucose und anorganischem Phosphat hatte man hier durch Zugeben 
in Portionen von Glykogen, Magnesium und anorganischem Phosphat 
zu einer gréBeren Veresterung pro cem Extrakt kommen kénnen. 
AuBerdem hatte das Produkt bei Vergiftung des Extrakts mit Jodessig- 
siure praktisch keine Hexosediphosphorsiure und keine Glycerin- 
phosphorsaure enthalten sollen. Die beiden ersten Vermutungen trafen 
zu. In dem unten beschriebenen Ansatz wurden 10 mg P,O; pro ccm 
Extrakt verestert. Das Produkt war fast frei von Hexosediphosphor- 
siure, jedoch wurden, obwohl der Extrakt auf Glycerinfreiheit vorher 
gepriift worden war, wohl wegen Versagens der totalen Jodessigsiure- 
hemmung durch die verhaltnismaBig lange Versuchsdauer 1,6 °%, Glycerin 
gefunden. Bei Priparaten aus Glucose betrigt dieser Anteil bis zu 5°, 

Versuchsansatz: 20 cem | °jiger sekundiarer Natriumphosphatmuskelex- 
trakt wurden mit J odessigsaure */,9) 1 Stunde bei Zimmertemperatur vergiftet, 
dann mit 4 cem 2,6 °%igem Natriumbicarbonat, 1000 7» Mg und 5 cem m/10 
anorganischem Phosphat (py 8,1) und 6cem 3°oigem Glykogen bei 28° zur 
Reaktion gebracht. Nach je 20 Minuten wurden 4 mal 5 cem n/10 Phosphat- 
lésung, 6cem 3° iges Glykogen, 1000 » Mg und Jodessigsdure !/, 99 hinzu- 
gegeben. Die Aufarbeitung erfolgte in der bekannten Weise. 

Anhang. Zum SchluB seien noch einige Beobachtungen tiber die Be- 
teiligung von Co-Fermenten an der Versterung des Glykogens mitgeteilt. 
die nebenbei gemacht wurden. Eine Klarung dieser Frage war nicht 
beabsichtigt, da die Entdecker dieser Veresterungsart sich selbst ein- 
gehend damit beschaftigen. Nach Cori und Cori ist zur Veresterung 
von Glykogen Adenylsaure als Co-Ferment notwendig, wihrend Adeny!- 
pyrophosphat in lange dialysierten Extrakten, die keine Pyrophospha- 
tase und Desaminase mehr besitzen, wirkungslos ist. Parnas (1. ¢.) hat 
gefunden, daB Adenylsiure durch Inosinsiure mit etwas geringerem 
Effekt ersetzt werden kann. 

Es laBt sich leicht beweisen, da der Mechanismus der Phosphat- 
iibertragung anders sein muB als bei der Umesterung von Adenyl- 
pyrophosphat bzw. Adenylsiure und Phosphobrenztraubenséure auf 
Glucose, dadurch namlich, daB man in den Glykogenansitzen das 


anorganische Phosphat weglaBt. (Versuch 1.) 
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Versuch 1. Ansatz: leem 14Stunden dialysierter Muskelpulverextrakt, 
mit Jodessigséure !/, 999 eine halbe Stunde vergiftet, 0,3 cem 3 °iges Glykogen, 
100 » Mg, 0,1 cem 2,6 °,iges Natriumbicarbonat, 5°, CO,/N,, Zeit 60 Mi- 





nuten. 
Zusiitze mg P,O;: 4d a 
2mg 7 Min. P,O,-Adenylpyrophosphat ............ 0,02 
0,025 mg 7 Min. P, O,-Adenylpyrophosphat +- 0,25cem 
ae OND SGN hie ec es ce nellcetaseseuyenes 1,02 0,77 
2mg P,O,-Phosphobrenztraubensaure + 0,025 mg 
P,O,-Adenylsture ........ccceseivcscecssccsees 0,04 


Es wird also mit groBen Mengen Adenylpyrophosphat oder Adeny|- 
siure und Phosphobrenztraubensdure praktisch nichts  verestert, 
wahrend nach Zusatz von anorganischem Phosphat und katalytischen 
Mengen Adenylpyrophosphat eine ganz deutliche Veresterung beob- 
achtet werden kann. Weiterhin wird, wie in Versuch 2 gezeigt wird, 
in ausdialysiertem Muskelpulverextrakt, der ohne Zusatz von Nucleotid 
keine Veresterungsfahigkeit mehr besitzt und nach den iiblichen Be- 
stimmungsmethoden frei von Pyrophosphatase und Desaminase ist, 
mit katalytischen Mengen Adenylpyrophosphat, Adenosindiphosphat 
und Adenylsaure gleich viel verestert. Auffallend dabei ist, daB bei 
Zugabe gréBerer Mengen Adenylpyrophosphat der Umsatz stark abfallt, 
wahrend dies bei Adenosindiphosphat nicht mehr der Fall ist. Gleich- 
zeitig wird, wie man aus den héheren Alkaliwerten des P,O, sieht, der 
gebildete Glucoseester zu Hexosediphosphat aufgeestert. Die Abnahme 
des anorganischen Phosphats bei Gegenwart von Inosinsdure betragt 
im Vergleich zu den anderen Nucleotiden etwas mehr als die Halfte. 


Versuch 2. Ansatz: ]1eem 32 Stunden gegen 0,99 KCl dialysierter 
Kaninchenmuskelextrakt, Jodessigsaure !/,999, 0,1 cem 2,6 °jiges Biearbonat, 
0,3 cem 3°%iges Glykogen, 0,25 cem m/10 Phosphat, py 7, 100 7 Mg, 5° 


CO,/N,. Zeit 60 Minuten. 





Zusiitze mg P,O;: Jd a 
ES vee heat ss ais ROSES ES A CR UENE SR be ee 
0,025 mg Adenylsaure, Veraschungs-P,O,....... 0,28 0,20 
0,050 ,, Apyro, Ch. See rears 0,30 0,24 
Al ia t? ¢ WR rr re 0,12 0,27 
0,050 ,, Adenosindiphosphat, 7 ,, A Disa is ose 0,28 0,20 
1,00 ,, is : eae sey neces ees 0,30 0,47 
0,020 ,, Inosinsaure, Veraschungs- ,, ....... 0,17 0,12 


Schwacht man diesen Extrakt durch weiteres Dialysieren oder 
lingeres Stehenlassen, so kommt man allerdings zu einer Grenze, w« 
entsprechend den Befunden Coris Adenylsiure dem Adenylpyro- 
phosphat iiberlegen ist. So hatte derselbe Extrakt nach 45 Stunden 
Dialyse und Stehen im Eisschrank iiber Nacht mit Adenylsiure noch 












































Ph 
a 
ue 

z 
Le 


Ch AE Mpc ea yr 








430 W. Kiessling: Uber die Reindarstellung usw. 


0,20 mg P,O; und mit Adenylpyrophosphat 0,10 mg verestert. Ob jedoch 
Adenylpyrophosphat tiberhaupt nicht als Co-Ferment wirken kann, 
kann mit dieser Anordnung vielleicht gar nicht entschieden werden. 
weil zum Aufestern, wie aus Versuch 3 zu sehen ist, nur einige y (aus. 
gedriickt als leicht hydrolysierbares P,O;) Nucleotid notwendig sind, 
Man erhalt beispielsweise mit 5y 7 Min. P,O,-Adenylpyrophosphat 
schon denselben Effekt wie mit 150 y, es diirfte aber praktisch keinen 
Extrakt geben, der nicht einige » Adenylpyrophosphat im Laufe 1 Stunde 
aufspaltet, genau so, wie es wohl kein Adenylpyrophosphat gibt, das 
nicht Spuren von Adenylsaure enthielte. 

Versuch 3. Ansatz: 1 cem 43 Stunden dialysierter Natriumphosphat- 
extrakt, 0,3 cem 3%iges Glykogen, 20 y Mg, 0,3 cem m/10 Phosphat, py 7, 
0,1 cem 2,6%iges Natriumbicarbonat, 5% CO,/N,. Zeit 60 Minuten. 





mg P,O;: Jd 


Zusiitze 

mg 
NESS iiss ys FG hae os Wow Saks eee SOT RS Vw POU ene 0,05 
OSD mg aprro, :.7 Bt Be Oe. so sidings 0's Gara e nae ivee ves aes 0,28 
0,010 ,. De oan eg ee ee ee 0,32 
0,050 ,, 3 ie Rad Vee HNN pe sg ok U See ek no Vie 0,28 
O30::.,, em ae a tS ga pth SU ts Wire len/o soi chatea 0,28 

0,010 ,, * Sale s+ + 0,005mg Adenylsiure, Ver- 
aschungs-P,O, ............ 0,31 
0,05 ,, Adenylsdure, Veraschungs-P,O, ................-6. 0,32 


Das zweite Co-Ferment Mg kann durch Mangan ersetzt werden, und 
zwar zeigt sich das letztere in der Wirksamkeit etwas iiberlegen. So wurden 
beispielsweise in einem wie in Versuch 3 beschriebenen Ansat.. mit 20 7 Mn 
0,49 mg P,O,; und mit 20 » Mg 0,23 mg verestert, bei 100 7 Mn 0,55 mg 
P,O;, und bei 100» Mg 0,31 mg P,O, verestert. 


Herrn R. Barthelmess danke ich fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Versuche. 

Zusammenfassung. 

1. 1° iger sekundarer Natriumphosphatauszug aus Kaninchen- 
muskelbrei_ verestert mit Glykogen bei Anwesenheit von 0,15 Mol 
anorganischem Phosphat in 10 bis 20 Minuten ungefihr 2 mg P,0O, 
zu Glucose-1-phosphorsaure, deren Darstellung als kristallisiertes Di- 
kaliumsalz beschrieben ist. 

2. Das Umlagerungsprodukt aus Glucose-1-phosphorsaéure mit aus- 
dialysiertem Muskelextrakt in Gegenwart von Magnesium ist der Gleich- 
gewichtsester (Embden-Ester) mit einem Anteil von etwa 85° Glucose- 
6-phosphorsiure. Im Gegensatz zu den bei der Hefegirung gewonnenen 
Hexoseestern ist dieses Produkt frei von Glycerinphosphorsaure. 

3. Einige Beobachtungen iiber die Mitwirkung von Co-Fermenten 
bei der Glykogenveresterung mit anorganischem Phosphat werden 
mitgeteilt. 
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Kann lebende Hefe Hexosen direkt vergiren? 
Von 
Tokosuke Goda, Tokio, 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. August 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus den Arbeiten dieses Instituts ergab sich, daB der anaerobe 
Zuckerabbau mit der Phosphorylierung beginnt!. Unter diesem Aus- 
druck soll verstanden werden, da8 im stationiren Zustand jedes Zucker- 
molekiil, ehe es zerfallt, zunachst phosphoryliert wird. Uber die Vor- 
gange der Induktionsperiode sagt diese Formulierung nichts aus. Immer- 
hin ergaben sich fiir den selbstgirungsfreien Mazerationssaft Anhalts- 
punkte, daB in der Induktionsperiode die Phosphorylierung eher einsetzt 
als die Kohlensaurebildung?. Auf der anderen Seite laBt sich die Fahig- 
keit zur Vergirung des Glykogens von derjenigen der Glucose in Enzym- 
extrakten abtrennen; z. B. kénnen die nach Warburg und Christian 
gereinigten Fermentproteine, die nach Zusatz geniigend hoher Co- 
Fermentkonzentration Hexosemonophosphat und Hexosen (in Gegen- 
wart geringer Mengen Hexosediphosphat) mit hoher Geschwindigkeit 
umsetzen, mit Glykogen nicht mehr reagieren, auch nicht in Anwesenheit 
aller bekannten Aktivatoren der Garung. Unter diesen Umstanden 
ist es schwer, der Ansicht von Willstdtter und Rohdewald beizupflichten : 
,,Unsere Zucker sind nicht direkt gairbar, die erste Phase der Garung 
ist Glykogensynthese*.“* Dieser SchluB ist aus Versuchen an lebender 
Hefe gezogen. Wenn man aber, wie es von Willstdtter geschieht, die 
These akzeptiert, daB ,,die chemischen Reaktionen, die bei der Ein- 
wirkung von Gewebsenzymen auf aus denselben Geweben isolierte 
Stoffe festgestellt werden, als wirkliche Teilreaktionen des chemischen 
Geschehens im Gewebe anzusehen sind‘‘*, so muB die direkte Vergarbar- 
keit der Hexosen im Hefeextrakt bedeuten, daB sie auch von lebender 
Hefe direkt vergoren werden kénnen. 

Unabhangig davon ist die Frage von Interesse, ob die Garung in 
der lebenden Zelle zur Hauptsache so vor sich geht, daB zunachst 
Glykogen synthetisiert und dieses anschlieBend vergoren wird. Eine 


1 O, Meyerhof, Ergebn. d. Physiol. 39, 10, 1937. — ? Derselbe, diese 
Zeitschr. 273, 80, 1934; vgl. insbesondere S. 84ff. — *? R. Willstdtter u. 
M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 269, 1937. ‘ C. r. Lab. 


Carlsberg, Sér. chim. 22, 553, 1937 (Festschrift fiir Sorensen.) 
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eindeutige Antwort auf diese Frage laBt sich durch die bloBe Beob- 
achtung der zeitlichen Reihenfolge: Glykogenbildung und CO,- Bildung 
in der Induktionsperiode nicht gewinnen. Insbesondere liegt es nahe, 
die Beobachtung von Willstdtter und Rohdewald mit der ,,Angaérung“ 
in Zusammenhang zu bringen. Beriicksichtigt man die Entdeckung 
von Cori, wonach bei der Veresterung von Glykogen eine besondere 
Hexosephosphorsaure entsteht!, und zwar unabhangig von der Oxydo- 
reduktion, so ware es plausibel, anzunehmen, dab, ehe Triosephosphor- 
siure zur Hydrierung von Cozymase zur Verfiigung steht, zunachst 
aus Glykogen etwas Hexosemonophosphat gebildet wird, das dann 
iiber Hexosediphosphat das Hydrierungsmittel der Cozymase liefert 
und damit die Veresterung der Glucose in Gang setzt. Solche Beob- 
achtungen sind in unver6ffentlichten Versuchen dieses Instituts bei 
der Angarung des Mazerationssaftes gemacht worden. 

Bei dieser Sachlage habe ich auf Veranlassung von Herrn Professor 
Meyerhof einige Versuche iiber die Glykogenbildung wahrend der 
Angarung lebender Hefe angestellt. Mit ganz frischer Bierhefe habe 
ich die von Willstdtter und Rohdewald beobachtete Glykogensynthese 
wieder gefunden, wahrend gleichzeitig eine deutliche Induktionsperiode 
der Garung auftritt. Halt man dieselbe Bierhefe einige Tage im Kis- 
schrank oder benutzt abgepreBte Bickerhefe, so kommt der Effekt in 
Wegfall. Dann findet keine meBbare Glykogenspeicherung mehr statt, 
die Induktionsperiode ist geringer geworden oder fehlt, die Gargeschwin- 
digkeit im stationéren Zustand ist jedoch unverandert. Es ware eine 
eigenartige Deutung dieser Versuche, daB die frische Hefe nicht die 
Fahigkeit zur Vergarung der Glucose, sondern nur zu der des Glykogens 
besiBe, die gealterte Hefe dagegen die Fahigkeit zur direkten Ver- 
garung der Glucose gewinnen wiirde. Eine naheliegende Deutung der 
Versuche ist jedoch die, da die Glucose beide Male direkt vergoren 
wird’ und daB die zusatzliche Speicherung des Glykogens in der alteren 
Hefe in Wegfall kommt. Natiirlich kénnte auch jetzt noch etwas 
Glykogen synthetisiert werden, jedoch nicht genug, um bilanzmabig 
in Erscheinung zu treten. Wahrscheinlich liegt ein Zusammenhang 
zwischen der Induktionsperiode und der Glykogensynthese vor, etwa 
der Art, daB die GréBe des Zuckerumsatzes von einem bestimmten 
Faktor, etwa der Permeabilitat fiir Glucose abhangt, und sich daher 
am Anfang die Gargeschwindigkeit um die im selben Zeitraum ge- 
speicherte Zuckermenge verringert. 

Der Zucker wurde nach Bertrand, das Glykogen nach Pjliiger bestimmt, 
gelegentlich wurden auch die gesamten Kohlenhydrate unter Entfernung 
der N-haltigen Substanzen mittels Quecksilberacetat und anschlieBende 


1 ©. F. Cori, Colowick u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 121, 465, 1937. 
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Hydrolyse gemessen. Diese Methode ist aber wenig genau. Zur EnteiweiBung 
erwies sich Sublimat + Salzséure als besonders geeignet. In den mano- 
metrischen Garungsmessungen wurde die Hefe mit 40°,iger Citronenséure 

Sublimat abgetétet, da weder Citronenséure noch Schwefelséure allein 
die Garung der Hefe momentan zum Stillstand bringen kann. Die Gar- 
geschwindigkeit in kurzen Zeitréumen wurde stets durch die Differenz 
zweier Ansatze festgestellt. Im ersten Ansatz wurde das COQ, nach Ab- 
tétung der Hefe durch Citronenséure + Sublimat im Zeitpunkt 0 bestimmt, 
im zweiten nach der angegebenen Versuchszeit. So wird die wahre Kohlen- 
saurebildung, nicht nur die Kohlensiureabgabe bestimmt. 


In Tabelle I sind zunachst zwei Versuche mit frischer Bierhefe 
wiedergegeben. 
Tabelle I. Heidelberger Bierhefe. 
Gesamtansatz: 5 g Hefe + 4 cem Phosphatlésung, py 6,8, + 2 eem Glucose- 
losung in N, + 5% CO, bei 24°C. 





Berechnet pro 2g Hefe 


Zucker nach 


emm CO, 








Zucker Hydrolyse gemessen Mit 
: Ansatz Ver-  Abtétungs- und (Glykogen) wath 50 mg 9 Py Hefe 
Nr giu- suchs- EnteiweiBungs- ~~ ey Gye Hefe, ng Glucose 
cose zeit mittel , 2 fe © = 25 mg vergoren 
ge =< & = Glucose 
mg mg mg mg mg 
la 75 0’ HgCl, + HCl 29,3 
b 75 115” HgCl,+ HCl 21,2 — 7,9 
c 0 0 ‘ 30% KOH 76,6 a! i 
at 3b (Piet Oe, 83,9 + 78 5 0,80 
e 75 Bee 55 89,0 |+ 12,4 117 19,9 
fii 7 | 16 | 30% ,, 85,6 + 9,0 
gi 7% | 80° | 30% ,, 77,0 |+ 0,4 
2a 75 0 HgCl,+ HCl 29,6 
b 1°15” HgCl, + HCl, 20,6 — 9,0 
c 0 0’ 30 % KOH 74,5 ; ; 
d 0 GR ee ns 83,0 i+ 8,5 6 0,65 
e 75 5 30% a 87,2 |+ 12,7 154 21,2 
f 75 15’ 30 ° res 85,0 + 10,5 
g| % | 30° | 30% |. 75,2|-+ 0,7 
h 7 St | dy 74,0 |— 0,5 


Wahrend Tabelle I die Glykogensynthese in frischer Bierhefe in 
den ersten 5 Minuten zeigt, sind in Tabelle II die gleichen Versuche mit 
frischer, 4 Tage und 10 Tage im Eisschrank aufgehobener Hefe wieder- 
holt worden. 


Im stationaren Zustand ist die anaerobe Garung bei frischer und 
4 Tage aufbewahrter Hefe gleich. So ergaben sich z. B. in 30 Minuten 
mit 25 mg Hefe (Feuchtgewicht) in frischem Zustande 799 emm CO,, 
nach Lagern wahrend 4 Tagen im Eisschrank 776cmm CQO,. Der 
Verlauf von Versuch 1 und 2, Tabelle II, ist in Abb. 1 wiedergegeben. 


Biochemische Zeitschrift Band 298. 99 























434 


Tabelle LI. 


Gesamtansatz: 5 g Hefe 


l6sung 


T. Goda: 


4 cem Phosphatlésung, py 6,8, 
5% CO, bei 23°C. 


in Ny 


Heidelberger Bierhefe. 


2 ecem Glucose- 



































Berechnet pro 2g Hefe Pe ms 
ern rere net sears %s 2 
Zucker nach | £% 2 © 
Zucker Hydrolyse Bs. | Noe 
Behand- AnsatZ Ver. Abtétungs- und (Glykogen) te B la 
NE lung Glu- - 8uchs- ~—_ EnteiweiBungs- ss Biss as Fe 
pial zeit mittel = = = 22, OM5 &* 
: $9 45 139 SSE OB” Ge 
&2 @9 /)S Negies | a= 
& = & SS x & 
mg mg mg mg mg 5 
la 75 0’ HgCl, + HCI 29,5 
b 75 1°15” HgCl, _ H Cl || 22,1 7,4 ' 
c 0 ah 30% KOH 69,1 : 
d a O° {136% 1 BOS ss 76,0 + 6,9 (Me ee 
2 i 38 | 6,2 
e Sn 75 a Sy Saar 80,3 + 11,2) 145 23,8 
f 75 16’ | 30% 78,0 i+ 8,9 
g 75 a an ee ea 68,4 0,7 
h 75 Oo 1a% 1 69,0 |— 0,1 
2a 75 0 HgCl, + HCl 29,4 
b 2D 75 1°15” HgCl, + HCl 24,4 |— 5,0 
ec |=) 0 (0 «630% KOH 68,5 
d as 7 Nam pet ga NR 70,5 + 2,0 12 2,1 
=e 3" 7 12,8 
e S'S 75 ee ey See 70,5 + 2,0, 147 | 24,0 
f As 75 15’ | 30% 68,7 + 0,2 
e rap bya 27,0 ¢ F 
g ~ =o 30" 30 40 ee 69,0 48 ap 
h 75 60 Ls arr 68,7 + 0,2 
3a 2 75 0 HgCl,+ HCl 29,4 
b 15 7 «6 « 1’ 15” HgCl, + HCl, 28,5 — 0,9 
c all Q 0’ 31° KOH 68,8 
ai (56) 2 11715") 30%, 68,3 — 0,5 
e eee] 75 5 1 30% 5 68,7 0,1 
f Jes 7% | 16 | 30% ,, - | 68,5 '— 0,3 
eii*. 75 30° 30% ~~, 69,0 + 0,2 
h Js 75 60’ | 30%: ;, 68,1 0,7 
2 T 
™g | yi 
| i Abb. 1. Induktionsperiode und 
Zor T 2 a: r vo Glykogensynthese (Tabelle If, 
| yA Versuch 1 und 2). 
/ Frische Bierhefe. 
2% | if 17 Bro te weg oe ou ae 
8 / 4 Tage im Eisschrank ge- 
2 j a | | . 
3 / haltene Bierhefe. 
PS / 
10 T t ese t ii, oe Roamer Tu eo—e A A Vergorene 
/ Zuckermenge in mg. 
P Rae GERRI RSG Since. EN oO A-~-A Glykogen- 
} synthese in mg Zucker. 
pn es See 
0 7 2 3 ¥ § 15 Min. 30 





COse- 


Hefe 


g 


2 


pro 


Vergoren mg Zucker 


6,2 


23,8 


2 
12,8 
24,0 
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renau wie die gelagerte Heidelberger Hefe verhalt sich abgepreBte 
und versandte Miinchner Léwenbrauhefe und schlieBlich auch kaufliche 
Backerhefe, wo nirgends mehr eine deutliche Glykogensynthese erkenn- 
bar ist, so daB diese Versuche nicht wiedergegeben zu werden brauchen. 
Bemerkenswert ist, daB bei abgepreBter Miinchner Léwenbrauhefe, 
die bei Ausfiihrung des Versuchs bereits mehrere Tage in diesem Zu- 
stande gewesen sein mu, eine noch geringere Induktionsperiode auf- 
tritt, wie bei 4 Tage im Eisschrank gehaltener frischer Hefe. So betrug 
in zwei Versuchen mit Léwenbrauhefe die vergorene Glucosemenge 
in mg pro 2g Hefe ia 
1 Minute 3,2 mg und 4,1 mg 
3 Minuten 8,4,, ,, 9,0,, 
5 ig BG 562) ip 3 
d.h. ziemlich konstant 3,5 mg Glucose bereits von der ersten Minute 
an. Gleichzeitig war keinerlei Glykogenspeicherung zu beobachten. 


Zusammenfassung. 

Frische Bierhefe zeigt bei Zusatz von Zucker eine kurze, aus- 
gesprochene Induktionsperiode mit gleichzeitiger Speicherung von 
Glykogen. Lange gelagerte Bierhefe und Backerhefe zeigen geringe oder 
fehlende Induktionsperiode und keine Speicherung von Glykogen bei 
unveranderter stationirer Gargeschwindigkeit. Diese Versuche geben 
keine Anhaltspunkte fiir die Annahme von Willstdtter und Rohdewald, 
wonach in der lebenden Hefe der Zucker nur auf dem Wege der 
Glykogensynthese vergirbar wire. 

















Fluoreszenzmessungen 
mit den Hilfsmitteln der Absolutkolorimetrie. 
II. Mitteilung (1): 
Ein fiir klinische Untersuchungen geeignetes Verfahren zur Bestimmung des 
Porphyrins im Harn. 
Von 
A. Thiel. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Eingegangen am 7. August 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Vorbemerkungen. 





Am Schlu®B der [. Mitteilung (1) wurde eine Veréffentlichung tiber 
die Bestimmung des Harnporphyrins angekiindigt. Wenn sich ihr Er- 
scheinen nahezu | Jahr hinausgezégert hat, so ist das durch den Wunsch 
begriindet, eine Reihe von Verbesserungen der MeBmethodik mitzu- 
verwerten, die sich bei langerem praktischen Arbeiten mit dem in der 
I. Mitteilung beschriebenen Fluoreszenzphotometer als notwendig er- 
wiesen haben und nunmehr als zweckmaBbig erprobt worden sind. Sie 
werden im 2. Abschnitte dieser Arbeit beschrieben. 


Weiterhin sollte versucht werden, ohne die spezielle Methodik der 
Fluoreszenzmessung auszukommen, wie sie die Schwache der Fluoreszenz 
beim Blutserum und die Notwendigkeit, dieses schwache Licht auch 
noch spektral zu zerlegen, erforderlich macht, d. h. es wurde eine Meb- 
methode ausgearbeitet, die ein normales zweistufiges Kolorimeter, das 
nur mit einigen Zusatzvorrichtungen ausgestattet wurde, benutzt und 
dementsprechend auch auf die Verwendung von Schraubkiivetten mit 
fiinffach konzentrierter Graulésung (m = 2,5) verzichtet; es wird hier 
also als Lichtschwachungsmittel die gewdhnliche Graulésung (m = 0,50) 
verwandt. 

Man kénnte im Zweifel sein, ob ein weiteres Verfahren der Por- 
phyrinbestimmung fiir klinische Zwecke einem Bediirfnis entspricht. 
Denn es liegen bereits derartige Bestimmungsmethoden fiir Harn- 
porphyrin von R. Fikentscher (2) und von K. Franke (3) vor. Erstere 
macht von dem Zeissschen Pulfrich-Photometer (Stufenphotometer, 
, Stupho‘!) Gebrauch, letztere von dem Leitzschen  Polarisations- 
photometer (,,Leifo‘). Beide MeBverfahren ermitteln den Porphyrin- 
gehalt aus der Helligkeit des von Porphyrinlésungen ausgesandten 
Fluoreszenzlichtes. 
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Nun erfordert aber die Methode von Fikentscher eine Hanauer 
Analysenquarzlampe und die Methode von Franke eine besondere 
Lumineszenzbogenlampe, Lichtquellen, die im allgemeinen in Kliniken 
nicht vorhanden sind. Es diirfte daher willkommen sein, wenn daneben 
noch ein Verfahren bekannt wird, das sich, wie das hier zu beschreibende, 
der ohnehin wohl in jedem klinischen Institut vorhandenen normalen 
Hanauer Hoéhensonne bedient. Auch hinsichtlich sonstiger Eigenheiten 
der genannten Verfahren unterscheidet sich meine Methode vorteilhaft 
durch ihre Einfachheit in apparativer wie in meBtechnischer Beziehung. 
Ich brauche auf diese Gesichtspunkte hier nicht naher einzugehen. 
Der Leser wird sich an der Hand der Beschreibung ein ausreichend 
klares Bild davon machen kénnen, indem er sich vorstellt, daB er vor 
der Notwendigkeit staénde, nun die eine oder die andere Methode im 
praktisch-klinischen Gebrauch anzuwenden. 

Sonstige Verfahren der optischen Porphyrinbestimmung bediirfen 
keiner Erérterung an dieser Stelle, da bereits eine kritische Besprechung 
von anderer Seite (4) vorliegt. Es sei nur kurz darauf hingewiesen, da} 
allerdings fiir das absolut-kolorimetrische Verfahren von W. Thiel (5)! 
durch die Gegenwart fremder Farbstoffe Schwierigkeiten entstehen 
kénnen und daher im vorliegenden Falle die fluorometrische Analyse 
vor der Extinktionsmessung den Vorzug verdient?. 


2. Apparat, MeBmethode, Eichung. 


Das Porphyrin-Fluoreszenzphotometer (Abb. 1) ist seiner Bauart 
nach ein normales zweistufiges Leitz-Kolorimeter. Das Instrument ist 
von vorn (von der Belichtungsseite) gesehen. Die untere Stufe (Teile 
a +c in der Abbildung) ist fiir etwa 50 mm, die obere Stufe (Teil 5) 
fiir etwa 30mm Tauchtiefe eingerichtet. Letztere Stufe, mit einem 
Becherpaar und einem kombinierten Stabpaar ausgestattet, dient auch 
hier zur Aufnahme der Graulésung: diese kommt in den linken Becher 
(vom Beschauer aus gesehen), wihrend der rechte Becher zur Herstellung 
optischer Symmetrie mit Wasser gefiillt wird. Zur Einstellung der 
Graulésungsschicht benutzt man den bei / zu sehenden oberen (einzelnen) 
Triebknopf. 

Die untere Stufe des Kolorimeters ist durch ein eingeschobenes 
Versatzstiick (a) so verkiirzt, da} der Becher mit der Versuchslésung 
(rechts in der Abbildung) und die Velichtquelle (links in der Abbildung, 


1 Das vermeintliche grobe Versagen dieser Methode hat sich freilich 
als durch einen Rechenfehler bedingt aufgeklart. Immerhin bleibt die 
Moglichkeit einer gelegentlichen St6rung durch Fremdstoffe offen. —- ? Ich 
habe zusammen mit meinem Sohne mich seinerzeit schon um die Fluoreszenz- 
messung des Porphyrins bemiiht. Jedoch waren die mit der damaligen 


Apparatur (1932) erzielbaren Helligkeiten noch unzureichend. 
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dem ,,primaren Standard‘: der I. Mitteilung entsprechend) bis dicht 
unter die FuBplatte der oberen Stufe gehoben sind. Diese MaBnahme 
dient der Zusammenhaltung des Fluoreszenzlichtes und damit der 
Erzielung einer ausreichenden Helligkeit. Versuchsbecher und MeBlicht- 
quelle sind durch eine geschwarzte Schutzwand voneinander getrennt. 
Die (paarige) Triebeinrichtung der unteren Stufe bleibt auBer Gebrauch. 
Unter der Deckenplatte des Kolorimeters, die den Prismenkopf 
mit eingeschobenem Fernrohr tragt (dieses selbst ist in der Abbildung 
durch den Prismenkopf_ ver- 
deckt: nur die Filterscheibe 
kommt links davon zum Vor- 
schein, wahrend rechts die 
Blindmuschel fiir das un- 
beschaftigte linke Auge zu sehen 
ist), befindet sich ein Schie- 
ber (d), der das weiter unten 
erwahnte Orangefilter tragt: 
er ist in der Abbildung nach 

rechts herausgeschoben, 

Die MeBlichtquelle ist ein 
dicker Rundstab aus gelbrot 
fluoreszierendem _Spezialglas. 
‘Er ist in bestimmter Neigung 
nach vorn (auf die UV.-Licht- 
quelle zu) aufgestellt. Das fiir 
die Messung benutzte Fluo- 
reszenzlicht entstammt daher 
der Vorderfliche des Stabes, 
wo das UV. in einer diinnen 
Oberflichenschicht des Glases 
praktisch vollstandig absorbiert 
wird und dabei das als MeBlicht 
gewiinschte Fluoreszenzlicht 
liefert. Die Aufstellung der 
MeBlichtquelle ist am_ besten 
aus der Teilfigur a der Abb. 2 

Abb.1. Porphyrin-Fluoreszenzphotometer von zu ersehen. Teilabbildung d 
vorn gesehen (Einblick von hinten). der gleichen Abbildung zeigt 

das VersuchsgefaB, einen Mikro- 

becher von etwa 1 ccm Fassungsvermégen. Er wird oben mit einem 
Hartgummideckel verschlossen, der nach Fiillung des Bechers so auf- 
gelegt wird, daB der in den Deckel eingelassene kurze Glasstab eben 
in die Versuchsfliissigkeit eintaucht (ohne dazwischengeklemmte Luft- 


blasen!) und am oberen Ende gerade mit der Fassung abschneidet. 
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Dann betrigt die Schichthéhe der Versuchslésung gerade 30 mm. Diese 
Schichthéhe wird bei allen Messungen benutzt. Fiillung und Reinigung des 
Versuchsbechers sind denkbar einfach und bequem. Den Abschlu®B des 
Versuchsbechers nach unten bildet eine Gummiplatte, auf die der 
Becher mit einem SchraubverschluB aufgedriickt wird. 


Die Verbindung des MeBapparates mit der Lichtquelle, einer 
Hanauer Héhensonne mit Brenner 8S 300 (hufeisenférmiges Quarz- 
gefiB mit dampfférmigem Quecksilber, verwendbar fiir Gleich- und fiir 


Abb. 2. Zubehérteile zum Porphyrin-Fluoreszenzphotometer. 


Wechselstrom, infolge der Vermeidung fliissigen Quecksilbers in jeder 
Lage brennend) erfolgt genau in der gleichen Weise, wie das in der 
Abb. 1 der I. Mitteilung dargestellt ist. Auf diese Abbildung wird 
daher verwiesen. Als Verbesserungen der Anordnung sind jedoch zu 
nennen: Eine bessere Kiihlung des Lampenkérpers durch Einbau von 
Abzugseinrichtungen in das Lampenschutzgehiuse; Sicherung des 
UV.-Filters (eines Schwarzglases besonderer Art mit ganz gering- 
fiigiger Durchlassigkeit fiir das lingste sichtbare Violett) gegen Springen 
infolge der starken Erhitzung. Diese Sicherung erfolgt dadurch, dab 
das Glas in die Kiihlkiivette eingebaut ist und so dauernd durch Wasser 
gekiihlt wird. Als Scheibentrager ist ein Hartgummirahmen in die 
Kihlkiivette eingelegt. Diese Anordnung ist im Teilbilde b der Abb. 2 
zu sehen. Die Kiihlkiivette liegt auf einer Schmalseite; man sieht 
schrag von oben in sie hinein. Der Verbrauch an Kiihlwasser ist bei 
dieser Anordnung natiirlich wesentlich gesteigert; das Wasser wird 
etwa 70° warm und erfordert 6fteren Ersatz des Verdampften. 

Zum Schutze gegen st6érendes Licht vom Brenner, das neben der 
UV.-Scheibe austreten kénnte, ist ein Lichtschutzkasten fiir die Kihl- 
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kiivette angebracht worden. Man sieht ihn in Teilfigur c der Abb. 2 


Der Schutzkasten ist auf dem Kiivettentrager befestigt, der ebenso wie / 


bei dem Photometer der I. Mitteilung mittels Schwalbenschwanz 
fiihrung unter die Bodenplatte des Kolorimeters eingeschoben wird. 

EKinen zur Kiihlkiivette gehérigen LichtabschluBdeckel, der auf den 
Lichtschutzkasten paBbt, wird man nur bei der eigentlichen Messung auf- 
legen (falls tiberhaupt erforderlich), um die Kiihlwirkung der Wasser 
verdampfung nicht zu hindern. Es ist auch daran zu denken, daB die Nahe 
der jetzt sehr warmen Kiivette die Erwarmung der Graulésung und deren 
Verdampfung an der Luft begiinstigt. Zwar ist durch Anbringung einer 
blanken Metallschutzwand vor den Tauchbechern der oberen Stufe (bei der 
Aufnahme zur Abb. 1 weggelassen) nach Méglichkeit fiir Kiihlhaltung der 
Graulésung gesorgt worden. Es empfiehlt sich aber gleichwohl 6ftere Er- 
neuerung der Graulésung als sonst bei kolorimetrischen Arbeiten. 

Eine sichere, jederzeit reproduzierbare Verbindung zwischen Licht- 
quelle und Kolorimeter wird dadurch gewahrleistet, daB die AbschluB- 
platte des Lampenschutzgehauses zwei Metallstifte tragt, die in ent- 
sprechende Bohrungen des an das Kolorimeter angesetzten und dort 
festgeschraubten Kiivettentragers eingeschoben und durch Anziehen 
von Halteschrauben eindeutig fixiert werden. Bohrungen und seitlich 
stehende Halteschrauben sind im Teilbilde ¢ der Abb. 2 zu sehen. 

Besonders wichtig ist die dauernde Konstanz der rdumlichen Hellig- 
keitsverteilung in dem von der Lichtquelle ausgehenden Strahlenbiindel. 
MaBgebend dafiir ist die Stellung’des im Lampengehause angebrachten 
Reflektors. Seine Lage zum Brenner muB darum in reproduzierbarer 
Weise fixiert werden. Zu diesem Zwecke ist mit dem Reflektor ein 
Mefstab verbunden worden, der hinten aus dem Lampengehause heraus- 
tritt, mit einer Skala versehen ist und bei einem bestimmten Skalenteil 
gegeniiber einer Ablesekante festgeklemmt werden kann. Man stellt ein 
fiir allemal den Reflektor so ein, daf man auf der Versuchsseite groBte 
Helligkeit erzielt, und merkt sich den entsprechenden Skalenteil. 

Die Messung der Fluoreszenzhelligkeiten der Versuchslésungen 
geschieht nun nicht in der Weise, daB sie unmittelbar mit der Helligkeit 
der Meflichtquelle verglichen wird, indem man diese bis auf den Be- 
trag der Helligkeit auf der Versuchsseite (durch Einschaltung von 
Graulésungsschichten) reduziert. Es wird vielmehr entsprechend dem 
in der I. Mitteilung angewandten Prinzip und aus den dort bereits 
erérterten Griinden (zur Ausschaltung der Einfliisse vorhandener 
Unsymmetrie der Helligkeitsverteilung im Biindel des erregenden 
Lichtes) auch hier als BezugsgréBe ein Glasstandard (,,sekundarer 
Standard‘ der I. Mitteilung) benutzt. Dieser besteht aus dem gleichen 
rotgelb fluoreszierenden Spezialglas wie die MeBlichtquelle (der ,,primare 
Standard‘‘) und besitzt die Form eines 25mm langen Stabchens, das 
gerade in das Lumen eines Versuchsbechers hineinpaBt. Zu diesem 
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Zwecke ist ein zweites Exemplar eines Versuchsbechers (mit einem ein- 
gelegten Metallstibchen, das unter das Glasstabchen zu liegen kommt 
und letzteres in geeigneter Héhenlage halt) beigegeben. Das Stabchen 
des Standards ist so abgepaBt, daB seine Fluoreszenzhelligkeit nur ganz 
wenig geringer als diejenige der MeBlichtquelle ist und ungefahr der- 
jenigen von Versuchslésungen entspricht, deren Porphyringehalt an 
der oberen Grenze des interessierenden pathologischen Gebietes liegt. 


Auf die Fluoreszenzhelligkeit dieses Standardstibchens wird die 
Helligkeit der Versuchslésungen bezogen und in Prozenten dieses Bezugs- 
wertes ausgedriickt. Man verfihrt dabei so, daB man zunachst miBt, 
wieviel mm Graulésung man auf der Seite der MeBlichtquelle ein- 
schalten mu8, um ihre Helligkeit auf diejenige des Standards zu redu- 
zieren (in der Regel nur Bruchteile eines Millimeters). Diese Zabl ist 
der bei unveranderter Reflektorstellung und unveranderter Stellung 
des Apparates zur Lichtquelle konstante Ausgangswert (Grundwert) 
fiir die eigentlichen Messungen. Man braucht ihn nur von den jeweils 
gemessenen Rohwerten der Graulésungshéhen abzuziehen, um die 
Reinwerte zu erhalten, aus denen sich, wie wir unten sehen werden, 
unmittelbar mit Hilfe einer Tabelle die Porphyringehalte der unter- 
suchten Lésungen entnehmen lassen. Aber auch wenn sich dieser 
Grundwert durch irgendwelche Umstande einmal andern sollte, so 
berithrt das die Umrechnung von mm Graulésung in Porphyringehalt 
nicht — abgesehen davon, daB man eben von den Rohwerten eine 
andere Zahl abziehen muB: die Beziehungen zwischen Reinwerten und 
Porphyringehalten bleiben unverdndert die gleichen. Hierbei ist es auch 
durchaus gleichgiiltig, ob die Lichtemission der Lichtquelle qualitativ 
oder quantitativ konstant bleibt oder nicht. Denn alle etwaigen Schwan- 
kungen treffen ja MeBlichtquelle und Versuchsobjekt (oder Standard) 
in gleichem MaBe, heben sich also bei der Bildung des Quotienten 
(durch Auswertung der Graulésungsschicht) wieder heraus. Wesentlich 
ist nur, daB die raumliche Helligkeitsverteilung (abhangig von der 
Reflektorstellung) unverandert bleibt. 


Die Messung vollzieht sich also praktisch folgendermaBen. Nach 
dem Ziinden der Lampe — das nicht vor der Fiillung der Kiihlkiivette 
mit destilliertem Wasser erfolgen darf, da die Kiivette sonst springt! — 
wartet man zweckmaBig etwa 10 Minuten, damit die Héhensonne sich 
einbrennt“, ihre héchste Leuchtkraft erreicht. Dann mi®t man den 
Grundwert des Standards, wobei MeBlichtquelle und Standard bis an 
den Anschlag einzuschieben und in dieser Stellung festzuklemmen sind. 
Angenommen, es waren 0,4 mm Graulésung auf der Seite der MeBlicht- 
quelle einzuschalten, um Gleichheit der Gesichtsfelderbelligkeit zu 
erzielen, so ist also 0,4 der Grundwert des Standards, der bei allen 
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Messungen an Versuchslésungen vorweg abzuziehen ist, um Reinwerte 
zu erhalten. 

Schon bei der Grundwertmessung mit dem Standard muB iibrigens 
der Schieber unter der Deckenplatte so eingeschoben werden, dal 
das Orangefilter in den Strahlengang eingeschaltet ist. Es dient dazu, 
einen kleinen Gehalt des Lichtes an dem vom UV.-Glas durchgelassenen 
Violett zu vernichten, da dieser Gehalt wegen der Verschiedenheit der 
Reflexion an den beiden Glaskérpern rechts und links etwas verschieden 
und daher die Mischfarbe ohne Filter beiderseits etwas ungleich ist. 
Im Falle der Messung an einer Versuchslésung dient das Orangefilter 
dazu, die Fluoreszenzfarbe der Porphyrinlésungen mit derjenigen des 
Spezialglases praktisch identisch zu machen. Die Fluoreszenzbanden 
im Bereiche des Rot bis Gelb gehen allein praktisch ungeschwacht 
hindurch. 

Nach Feststellung des Grundwertes fiir den Standard kénnen fiir 
beliebig lange Zeiten hintereinander fortlaufend Messungen von Por- 
phyringehalten ausgefiihrt werden. Es ist dazu nur eine Hichtabelle 
nétig, die Graulésungsschichthéhen in Porphyringehalte umrechnet. 
Diese Tabelle ist weiter unten als Tabelle II abgedruckt. 

Stellt man den durch Messungen an Losungen bekannten Por- 
phyringehalts ermittelten Zusammenhang zwischen letzteren Werten 
und Graulésungsschichthéhen graphisch dar, so erhalt man eine Kurve, 
die ihrer Form wegen nicht gut zur Vornahme von Interpolationen 
geeignet ist. Auch ist daraus nichts zu entnehmen hinsichtlich der 
Frage nach der Proportionalitat von Fluoreszenzhelligkeiten und Por- 
phyringehalten. Um letzteren Zusammenhang iibersehen zu k6énnen, 
muB man die Funktion 10~°5« (worin a@ die cm Graulésung vom 
Extinktionsmodul m = 0,5 bedeutet) auswerten. Man erhalt dann 
den Betrag der ,,Durchsichtigkeit“ der vorgelegten Graulésungsschicht 
und damit den Bruchteil, auf den man die Helligkeit des Standards 
reduzieren muB, um die Fluoreszenzhelligkeit der Versuchslésung zu 
erhalten. Das Hundertfache dieses Betrages wiirde also herauskommen, 
wenn man die Helligkeit der Versuchslésung in Prozenten der Standard- 
helligkeit ausdriicken will. 

Eine Zusammenstellung der Werte von 100 -10-®54 gibt die Ta- 
belle I. Die hier vereinigten Zahlen sind zwar zum Teil bereits in der 
Tabelle auf S. 227 der I. Mitteilung enthalten (verzehnfacht, als ,,Glas- 
einheiten“), aber doch in anderer Zuordnung zu Grauldsungsschicht- 
hdhen (weil dort fiir Schraubkiivetten mit stirkerer Graulésung be- 
rechnet). Zudem wird es vielleicht manchem Benutzer willkommen 
sein, in bequemer Weise die Reduktion von Graulésungsschichthéhen 
(gewohnliche Graulésung) auf Durchsichtigkeitswerte ausfiihren zu 
kénnen, und das rechtfertigt wohl den Abdruck dieser Tabelle. 
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Tabelle I. Umrechnung von mm Graulésung (m = 0,50) zwischen 
0,0 und 30,9 mm in Helligkeitswerte (Prozente der Standardhelligkeit). 





0 1 


2 3 4 5 6 7 8 9 
0 | 100,0 | 98,9 97,7 | 96,6 | 955 944 93,3 92,3 91,2 90,2 
1 89,1 | 88,1 87,1 86,1 | 85,1 84,1 83,2 82,2 81,3 | 80,4 
2 79,4 | 78,5 | 77,6 | 76,7 | 76,9 | 75,0 | 74,1 | 73,3 | 72,6 | 71,6 
3 70,8 70,0 69,2 68,4 | 67,6 668 66,1 65,3 64,6 | 63,8 
+ 63,1 | 62,4 61,7 | 61,0 | 60,3 59,6 58,9 58,2 57,5 56,9 
5 56,2 | 55,6 | 55,0 | 54,3 | 53,7 | 63,1 | 52,6 51,9 | 51,3 | 50,7 
6 50,1 49,5 49,0 48,4 | 47,9 47,3 | 468 46,2 | 45,7 45,2 
7 44,7 | 44,2 | 48,7 | 48,2 | 42,7 | 42,2 | 41,7 | 41,2 | 40,7 | 40,3 
8 39,8 39,4 | 38,9 38,5 | 38,0 37,6 37,2 36,7 36,3 | 35,9 
9 35,5 | 36,1 | 34,7 | 34,8 | 33,9 | 33,5 | 33,1 32,7 | 32,4 | 32,0 
10 31,6 | 31,3 | 30,9 | 30,6 | 30,2 | 29,9 | 29,5 29,2 | 28,8 | 28,5 
11 28,2 | 27,9 | 27,6 | 27,2 | 26,9 | 26,6 | 263 | 26,0 | 25,7 | 25,4 
12 25,1 | 24,8 | 24,6 | 24,3 | 24,0 | 23,7 | 23,4 | 23,2 | 22,9 | 22,6 
13 22,4 | 22,1 | 21,9 | 21,6 | 21,4 | 21,1 | 20,9 | 20,7 | 20,4 | 20,2 
14 20,0 | 19,7 | 19,5 193 | 19,1 | 188 | 186 18,4 | 182 18,0 
15 17,8 | 17,6 | 17,4 | 17,2 | 17,0 | 16,8 | 16,6 | 164 | 16,2 | 16,0 
16 15,8 15,7 | 15,5 15,3 | 151 | 150 | 14,8 14,6 | 14,5 14,3 
17 14,1 | 14,0 | 13,8 | 13,6 | 13,6 | 13,3 | 13,2 | 13,0 | 12,9 | 12,7 
18 12,6 | 12,4 | 12,3 | 12,2 | 12,0 | 11,9 | 11,7 | 11,6 | 11,5 | 11,4 
19 11,2 11,1 11,0 | 10,9 | 10,7 | 10,6 | 10,5 10,4 | 10,2 10,1 
20 10,0 9,9 9,8 9,7 9,6 9,4 9,3 9;2 9,1 9,0 
21 8,9 8,8 8,7 8,6 8,5 8,4 8,3 8,2 | 8,1 8,0 
22 7,9 7,9 7,8 Tt 7,6 7,5 7,4 73 | 73 7,2 
23 7,1 7,0 6,9 6,8 GS.) 67 6,6 6,5 6,5 6,4 
24 6,3 6,2 6,2 6,1 6,0 6,0 5,9 5,8 5,8 5,7 
25 5,6 5,6 5,5 5,4 5,4 5,3 5,3 5,2 5,1 5,1 
26 5,0 5,0 4,9 4,8 4,8 4,7 4,7 4,6 4,6 4,5 
27 4,5 4,4 4,4 4,3 4,3 4,2 4,2 4,1 4,1 4,0 
28 4,0 3,9 3,9 3,9 3,8 3,8 3,7 3,7 | 3,6 3,6 
29 3,6 3,5 3,5 3,4 3,4 3,4 3,3 3,3 3,2 3,2 
30 3,2 3,1 3,1 3,1 3,0 3,0 3.0 2,9 2,9 2,9 


Zur Eichung des Glasstandards auf Porphyrinwerte wurden die 
erforderlichen Messungen an Porphyrinlésungen in 5°%,iger Salzsaiure 
ausgefiihrt, die durch Verseifung von Tetramethylester mit rauchender 
Salzsiure und entsprechende Verdiinnung gewonnen waren. Da sich 
konzentriertere Porphyrinlésungen in 5%iger Salzsaure als nicht 
haltbar erwiesen hatten (es scheiden sich allmahlich braunrote Flocken 
aus), wurde die zunadchst bereitete Stammldésung nach einem Rat- 
schlage von Hans Fischer! fiir HCI nur 0,2 %ig gemacht. Diese Lésung 
ist tatsichlich durchaus haltbar. Ubrigens habe ich gefunden, dab 
verdiinntere Lésungen in 5°%iger Saure, die keine Ausscheidungen 
ergeben, auch beim Stehen am Tageslicht keine Spur eines Abblassens 
zeigen. Porphyrinlésungen sind also bemerkenswert lichtecht. 





1 Ich danke Herrn Kollegen Hans Fischer herzlich fiir die freundliche 
Uberlassung der Praparate und die Beratung hinsichtlich ihrer Behandlung. 
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Tragt man die Ergebnisse der Eichmessungen in ein Diagramm ein, 
so erhalt man die Figur der Abb. 3. Diese zeigt, daB bei der vorliegenden 
Methode keine Proportionalitat zwischen Fluoreszenzhelligkeit und Por- 
phyringehalt besteht. Woher die Diskrepanz mit den Befunden anderer 
Untersucher riihrt, bleibe hier unerértert. Es ist ja zu beachten, daB 
die MeBmethodik doch erhebliche Unterschiede gegeniiber anderen 

Verfahren aufweist, so daB immerhin 




















100 T T | Unterschiede im optischen Verhalten auf- 
> + treten kénnen. 
$ | By Nachdem so der empirische Zusam- 
S - menhang zwischen Fluoreszenzhelligkeit 
& fF a. fares und Porphyringehalt fiir unser MeBver- 
8 6 pt fahren festgelegt ist, gestaltet sich die 
3 L | Porphyrinbestimmung in der Praxis 
= | | auBerordentlich einfach. Die-Unterlagen 
= ott ] TAS tas liefert die Tabelle 7, aus der man direkt 
2 a die dem Kurvenbilde der Abb. 3 (in Ver- 
~ bindung mit den in Tabelle I dargestellten 
ae ~~)" Beziehungen) entsprechenden Porphyrin- 
So} | | gehalte zu den gefundenen Graulésungs- 

Ss ere By | n 1 werten entnehmen kann. 





: Porptyria i sede egte Der umfaBte MeBbereich geht von 


ies de - eaten hia hails dem unteren Gebiete der normalen Werte 
Porphyringehalt und Fluoreszenz- (etwa 2,5 y Porphyrin in 5 ccm Salzsaure, 
er extrahiert aus 100 ccm Harn nach dem iib- 

lichen Verfahren der Athermethode) bis zu 

dem hochpathologischen Werte von 54 y und gestattet somit gerade die 
Untersuchung des vorwiegend interessierenden pathologischen Bereiches. 
Im Falle noch héherer Porphyringehalte kapn man sich sehr einfach 
durch Verdiinnung helfen, um im Geltungsbereiche der Tabelle II zu 
bleiben. Auch ist zu erwigen, ob man zur Gewinnung des Porphyrins 
aus der atherischen Lésung nicht lieber mit 10 ccm statt mit 5 ccm Salz- 
siure ausschiittelt, um eine sicherere Extraktion zu erzielen. Dann muB 
man natiirlich die nach der Tabelle II ermittelten Gehalte noch mit 2 
multiplizieren, um die in 100 cem Harn vorhandenen Porphyrinmengen 
zu finden. Die Umrechnung auf den Gehalt der Tagesmenge Harn an 
Porphyrin, also die Ausscheidung pro die, bedarf keiner Erérterung. 
Zum SchluB sei noch betont, daB die vorstehend beschriebene Be- 
stimmungsmethode ohne Porphyrinvergleichslisungen, mit einem un- 
verdinderlichen Glasstandard und ohne den Zwang zu speziellen Eich- 
versuchen, einfach nach einer einzigen Tabelle (Tabelle II) aus den ge- 
messenen Grauldsungswerten (Reinwerten) sofort den Porphyringehalt 
liefert. Irgendwelche komplizierenden Umrechnungen, die Anla®B zu 
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Tabelle II. Umrechnung von mm Graulésung (m = 0,50) zwischen 0,0 
und 20,9mm in Porphyringehalte (y in 5ecm 5%iger Salzsaure) 
zwischen 54,0 und 2,55 ». 





0 Geet as 3 4 abies 7 8 9 
0 | 54,0 52,9 61,8 50,8 | 49,8 48,8 47,8 46,8 | 45,9 45,0 
1 | 44,1 43,2 | 42,3 | 41,5 | 40,6 | 39,7 | 39,0 | 38,2 | 37,4 | 36,7 
2 | 36,0 36,8 | 34,6 | 33,9 | 33,2 | 32.6 | 31,9 | 31,38 30,7 | 30,1 
3 29,5 28,9 | 28,4 | 27,9 | 27,5 | 27,0 | 265 | 26,0 | 25,6 | 25,1 
4 24,7 24,2 | 23,8 | 23,4 | 23,0 | 22.6 | 22.2 | 21,9 | 21,6 | 21,25 
5 20,9 20,6 | 20,3 | 20,0 | 19,65 | 19,35 | 19,05 18,75 18,45 | 18,2 
6 17,9 17,6 | 17,4 17,15 | 16,9 16,6 16,3 16,1 15,8 15,6 
7 15,3 15,1 | 14,9 | 14,7 | 14,6 | 142 | 140 |13,8 | 13,6 | 13,4 
8 13,15 | 12,95 | 12,75 | 12,55 | 12,3 12,1 11,9 | 11,7 11,55 11,35 
9 11,2 11,0 | 10,85 10,7 10,55 10,4 10,25 10,1 9,95 | 9,8 
10 9,65 9,5 9,35 | 9,2 9,05; 895; 885, 875 8,65) 8,55 
11 | 845 8,35; 8,25 815; 805: 7,95: 7,8 PY 7,65 | 7,45 
ao oh ee 7,3 7,2 71 7,0 6,9 6,8 6,75 6,65 6,6 
18 | 6,6 6,4 6,3 6,2 6,15; 6,05; 5,95) 65,9 5,85 | 5,75 
14 5,7 5,6 6,55 | 5,5 5,45; 56,35) 5,3 5,2 5,15 5,1 
15 5,05 5,0 4,9 4,85; 4,8 4,75 | 4,7 4,6 4,65 | 4,5 
16 | 4,45) 4,4 4,35 4,3 4,25 4,2 4,15 4,1 4,05; 4,0 
17 3,95 | 3,9 3,85 | 3,8 3,8 3,76 | 3,75; 3,7 3,7 | 3,65 
18 3,6 3,65 | 3,5 3,45 3,4 3,4 8,35 3,3 3,25 | 3,25 
19 A 3,15 | 3,1 3,1 3,05 | 3,05 3,0 2,95; 2,9 2,9 
20 2,85 2,82 | 2,79! 2,76; 2,73; 2,69; 2,65; 2,62] 269); 2,55 


Irrtiimern geben kénnten, fallen vollkommen weg; die Messung ist 
technisch héchst einfach und auch fiir Ungeschulte ausfiihrbar. Die 
Genauigkeit lat sich bei einiger Ubung und mehrfacher Ablesung 
(Mittelbildung) auf etwa 2% des gemessenen Wertes treiben. 

Das Porphyrin-Fluoreszenzphotometer wird von der Firma Optische 
Werke Ernst Leitz in Wetzlar (durch Adaptierung ihres zweistufigen 
Kolorimeters) hergestellt. Hier sind auch alle sonstigen Auskiinfte iiber 
Apparat und Methode erhiltlich. 

Dem Universitdtsbunde Marburg danke ich aufrichtig fiir die ent- 
scheidende Foérderung meiner Arbeiten. Der Weg, auf dem das Ziel 
schlieBlich erreicht wurde, war nicht so gerade und miihelos, wie das 
nach dem einfachen und iibersichtlichen Ergebnis vielleicht vermutet 
werden méchte. 
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